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Li.- OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO
Una parte esencial de cualquier sistema analítico de medida es el denominado
transductor, un dispositivo que convierte el proceso fisico/quimico de rnterés en una
respuesta adecuada con fines analíticos y que suele ser una señal eléctrica. En
espectroscopia puede ser un tubo fotomultiplicador (o un sistema de diodos en serie)
que conviene la intensidad de radiación en una corriente (o carga). En análisis
térmico puede ser un termopar, que transforma una diferencia de temperatura en una
diferencia de potencial. En electroanálisis es el electrodo, más concretamente el
electrodo indicador, el cual convierte los procesos acoplados de transferencia de
carga interfacial y de transferencia de masa en una corriente eléctrica en las técnicas
voltamperométricas. A diferencia de la mayoría de los transductores, puede operar
en sentido inverso; es decir, se puede imponer un flujo de corriente a través del
electrodo de trabajo y emplearlo para controlar procesos de transferencia electrónica
yio de transferencia de masa, como sucede en culombimetría, siendo posible además,
la medida del potencial en la interfase electrodo-disolución durante el proceso.
Muchos de los avances más significativos que se han producido en Química
Analítica en los últimos tiempos, han sido como consecuencia del perfeccionamiento
de estos transductores en términos de sensibilidad, selectividad (o por el contrario,
carácter universal), operatividad o economia. En Electroanálisis, este problemapuede
enfocarse hacia el desarrollo de nuevos electrodos indicadores.
Hasta hace pocos años, el desarrollo del análisis voltamperométrico estaba
limitado por los materiales electródicos disponibles, dado que sólo era posible
utilizar el electrodo de gotas de mercurio, un metal o el electrodo de carbono. El
electrodo de pasta de carbono significa el comienzo de una nueva era en
electroanálisis, y puede considerarse el punto de partida para la investigación en el
área de los electrodos modificados, nuevos materiales compósitos y microelectrodos.
En algunos casos, estas tres áreas de investigación resultan indistinguibles; por
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ejemplo, ciertos materiales compósitos se comportan como un conjunto de
microelectrodos modificados superficialmente.
Con la modificación de la superficie del electrodo se pretende ejercer un
mayor control sobre sus características e influir no sólo en el potencial aplicado sino
también en la reactividad superficial, pudiendo preseleccionar o anticipar la respuesta
del electrodo modificado hacia ciertas especies externas.
Con el desarrollo de nuevos materiales compósitos se pretende precisamente
disponer de matrices electródicas susceptibles de ser modificadas de fonna
homogénea, pero de mayor resistencia mecánica y química que la pasta de carbono
y de fácil regeneración de su superficie activa por relleno o pulido.
El objetivo fundamental de este trabajo, enmarcado dentro de una de las
lineas de investigación del Grupo de Química Electroanalítica de este Departamento,
es el de desarrollar distintos tipos de electrodos que puedan ser aplicados
ventajosamente al análisis de compuestos orgánicos de interés ambiental, tanto en
discontinuo como en sistemas en flujo.
Los analitos escogidos para estos estudios han sido dos fungicidas derivados
del ácido ditiocarbámico: tiram y disulfiram, de comportamiento electroquímico
similar y que presentan elevados sobrepotenciales para su oxidación sobre electrodos
convencionales [1].
Por una parte, se desarrollará un electrodo de pasta de carbono modificado
con un mediador redox, con objeto de facilitar la transferencia de carga entre el
electrodo y el analito en disolución. Es posible asi, realizar la detenninación de los
fungicidas a potenciales mucho menos positivos, aspecto éste particularmente
interesante cuando se considera su aplicabilidad a la detección electroquímica en
sistemas en flujo, ya que la reducción del sobrepotencial de activación permite una
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mejora de la selectividad gracias al empleo de potenciales de trabajo más bajos. Se
empleará, por tanto, el electrodo modificado para la determinación de tiram y
disulflram en discontinuo y se investigará la posibilidad de su utilización como
detector amperométrico en continuo. Por otro lado, se discutirá la aplicación de
diversas técnicas quimiométricas para la determinación conjunta de estos dos
fungicidas de comportamiento electroquímico tan similar.
Por otra parte, se desarrollará y caracterizará un electrodo compósito de
grafito y teflón (poli-tetrafluoroetileno), con el fin de aprovechar las propiedades que
ofrecen este tipo de materiales compósitos con respecto a los electrodos
convencionales en términos de relación señal-mido y con respecto a los electrodos
de pasta de carbono en términos de resistencia mecánica y química. Se estudiará el
comportamiento del electrodo compósito de grafito-teflón tanto en discontinuo como
en continuo, empleando como analitos tiram y disulfiram. La adsorción de estos
compuestos sobre el electrodo constituye la base para su determinación en
discontinuo y se aprovechará para desarrollar un método de preconcentración
selectiva en continuo. Por último, se demostrará la utilidad del electrodo compósito
desarrollado como detector en sistemas en flujo, tanto FíA como HPLC,
especialmente en este último caso donde no son útiles los electrodos de pasta de
carbono puesto que el portador puede contener porcentajes elevados de disolventes
organicos. Así, se determinarán conjuntamente tiram y disulfiram tras su separación
mediante cromatografia líquida de fase inversa, empleando como detector
amperométrico el electrodo de grafito y teflón.
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L2.- ELECTRODOS COMPOS11?OS
L2.1.- CLASIFICACION Y GENERALIDADES
Un electrodo compósito puede definirse como un material que consta de al
menos una fase conductora en conjunción con al menos una fase aislante, siendo el
caso más usual un material que contiene una fase conductora y una fase aislante.
Los electrodos compósitos ofrecen muchas ventajas potenciales en
comparación con los electrodos más tradicionales consistentes en una fase
conductora simple. Por ejemplo, los electrodos compósitos pueden a menudo
fabricarse con gran flexibilidad en cuanto al tamaño y forma del material,
permitiendo una fácil adaptación auna gran variedad de configuraciones electródicas.
Los electrodos compósitos de metales preciosos ofrecen ventajas en forma de un
menor peso y de un menor coste en comparación con los correspondientes electrodos
conductores puros. Una ventaja panicular en electroanálisis es la mayor relación
señal/ruido que a menudo se observa con los electrodos compósitos (con relación al
correspondiente electrodo conductor puro), lo que generalmente se traduce en
mejores (menores) límites de detección. Quizás el aspecto más interesante de los
electrodos compósitos es la versatilidad que permiten para incorporar especies que
intensifiquen la selectividad yio la sensibilidad en el propio material electródico, bien
mediante modificación química del conductor yio del aislante antes de la fabricación
del compósito, o mediante incorporación fisica dentro de la matriz del compósito.
A diferencia de los electrodos modificados superficialmente, estos electrodos
compósitos modificados pueden ser regenerados en su superficie sin pérdida de
modificador.
Los electrodos compósitos se pueden clasificar según el modo en el que el
conductor y el aislante están distribuidos dentro del material compósito. En la Figura
1 se ilustra dicha clasificación.
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Figura 1
Clasificac¡ón de los electrodos compósitos
Puesto que, por definición, un electrodo compósito consiste en al menos una
fase conductora y al menos una fase aislante entremezcladas de alguna manera, la
superficie del electrodo compósito en contacto con la disolución consiste
necesariamente en regiones de conductor separadas por regiones de aislante. La
primera clasificación está basada en si la disposición del conductor y del aislante
está altamente ordenada (un array) o es aleatoria (un conjunto).
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Los electrodos de array pueden clasificarse posterionnente dependiendo de
si el conductor está confinado en la superficie de un aislador (o de un aislante en la
superficie de un conductor) o el conductor ordenado penetra en el seno del material.
La mayoría de los electrodos de array utilizados en Electroanálisis son superficiales
y pueden encontrarse algunos ejemplos en la revisión de Talíman y Petersen [2].
Estos arrays tienen geometrías bien definidas pero, sin embargo, sus superficies a
menudo no son planas y pueden ser también bastante delicadas de pulir,
requiriéndose otra forma de regeneración superficial.
Por lo que se refiere a los electrodos compósitos de conjunto, estos se pueden
clasificar dependiendo de la distribución del conductor a través de la matriz del
compósito. Los materiales en los que las partículas de conductor están distribuidas
aleatoriamente por todo el aislante se denominan compósitos dispersos. Una panícula
de conductor (o un agregado de partículas) tiene una probabilidad idéntica de ocupar
cualquier punto en la matriz. En contraste, los compósitos consolidados están
formados de tal manera que el conductor se extiende a través del compósito de un
modo reticulado, aleatorio, con regiones de aislante puro y de conductor puro que
no estan entremezcladas.
Los compósitos dispersos pueden fabricarse en forma de pasta o bien sólidos.
Dentro del primer grupo pueden incluirse los electrodos de pasta de carbono, que
serán tratados en el Apanado 1.2.2. Los compósitos dispersos sólidos pueden
prepararse de dos formas. El método más común (mezclado con monómeros) implica
la dispersión uniforme de un conductor en un monómero que es subsiguientemente
polimerizado (2]. Alternativamente, el conductor puede dispersarse en un polímero
o una cera fundidos o disueltos (mezclado con polímeros) y permitir que la mezcla
se endurezca.
Los compósitos consolidados se pueden fabricar también de dos maneras
generales. Una implica la impregnación de, o bien un conductor poroso con un
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aislante, o bien de un aislante poroso con un conductor, denominándose tales
materiales compósitos impregnados. En este caso la consolidación del conductor
dentro del compósito (y por tanto en la superficie del electrodo) está predeterminada
por la estructura porosa del conductor o del aislante.
La segunda manera de formar electrodos consolidados implica la mezcla de
un conductor en polvo con un polímero en polvo y el moldeado por compresión de
la mezcla. Dentro de este grupo se sitúan los electrodos compósitos de grafito y
teflón, que serán tratados con más detenimiento en el Apartado 1.2.3. Estos
materiales se llaman compósitos segregados. Los compósitos consolidados en general
y los compósitos segregados en particular presentan frecuentemente ventajas en
comparación con los compósitos dispersos en Electroanálisis.
Los electrodos de array y los electrodos compósitos impregnados conducen
a través de regiones bastante continuas de conductor mayoritariamente puro y
homogéneo. Por otra parte, los electrodos compósitos segregados y los dispersos
conducen a través de regiones bastantes discontinuas, altamente heterogéneas de
conductor y aislante entremezclados, un proceso descrito a menudo por modelos de
percolación [2]. Para tener una conductividad adecuada para su uso en
electroanálisis, un material compósito segregado o disperso debe tener una fracción
de volumen de conductor, f, algo por encima de la composición crítica o umbral de
percolación, It Esta composición crítica es significativamente menor para compósitos
segregados que para compósitos dispersos. Para ambos tipos de materiales la mayor
fracción de volumen utilizable de conductor está a menudo detenninada por la
estabilidad mecánica requerida para el material y varia fuertemente con la naturaleza
del aislante y del conductor.
La superficie de un electrodo compósito puede asemejarse a un conjunto de
microelectrodos. Es este aspecto el que da lugar a las mejoras en la relación
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señal/ruido para muchos electrodos compósitos cuando se les compara con sus
correspondientes fases conductoras puras.
Un electrodo compósito es capaz de producir una corriente mayor por unidad
de área activa que la del correspondiente macroelectrodo conductor puro, tanto en
disoluciones quiescentes como bajo condiciones hidrodinámicas. Puesto que el ruido
y la corriente de fondo (por unidad de área activa) deben ser similares para ambos
tipos de electrodos, el electrodo compósito presumiblemente muestra la mayor
relación señal/mido. A medida que el recubrimiento fraccional de la superficie
geométrica del compósito por el conductor aumenta, la relación señal/mido tiende
a disminuir, aproximándose en el límite a la del electrodo conductor puro. Es por
esta razón por la que los compósitos consolidados, que poseen buena conductividad
a un bajo valor de f, es presumible que muestren una relación señal/ruido superior
a la de los compósitos dispersos.
L2.2.- ELECTRODOS COMPOSiTOS DE PASTA DE CARBONO
En 1958, Adams publicó un artículo preliminar en el que introducía un nuevo
tipo de electrodo sólido de carbono para voltamperometría, al que llamó electrodo
de pasta de carbono (CPE) [3]. El electrodo babia sido inventado en un intento de
preparar un electrodo de carbono renovable, gotero, que pudiese ser utilizado en
zonas de potenciales positivos donde los electrodos de mercurio no son aplicables
debido a la oxidación del material electródico. Se pensó que esta alternativa al
electrodo gotero de mercurio podría ser llevada a la práctica empleando un capilar
conectado a un depósito lleno de una suspensión de polvo de grafito en un liquido
orgánico apropiado [413.Sin embargo, tal montaje electródico resulté no tener utilidad
práctica, debido aparentemente a un contenido demasiado grande de matriz líquida,
que originaba una alta resistencia eléctrica y otros efectos no deseados. No obstante,
una mezcla íntima de polvo de carbono o grafito con una cantidad apropiada de un
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líquido orgánico no conductor resultó ser un material electródico muy útil, con una
consistencia semejante a la de la mantequilla [4].
Las siguientes investigaciones, la mayoría desarrolladas por el grupo de
Adams, se encaminaron a la caracterización del electrodo a partir de estudios
electroquímicos básicos y, poco después, aparecieron las primeras aplicaciones
prácticas de CPEs para determinaciones analíticas [5]. Durante la década de los 60
y principios de los 70 se emplearon extensamente CPEs para el estudio del
comportamiento electroquímico de numerosos compuestos orgánicos.
En 1964, Kuwanay colaboradores describieron una nueva forma de investigar
el comportamiento electroquímico de algunos compuestos orgánicos disolviéndolos
en el componente líquido de la propia pasta [6]. Así, los autores demostraron que
la pasta de carbono podía contener otro constituyente, que afectaba de diferente
forma al comportamiento global del material electródico. Este método puede
considerado como la primera contribución al posterior desarrollo de los electrodos
de pasta de carbono modificados químicamente (CMCPEs) en los años 70. Como
consecuencia, un nuevo avance que incrementó la popularidad de los CPEs,
panicularmente como materiales modificados, tuvo lugar con la sustitución del
componente líquido de la pasta por un aglutinante electrolítico. Tales materiales
similares a la pasta resultaron muy adecuados para el estudio electroquímico de
numerosas sustancias, principalmente sólidos inorgánicos que se incorporaron
directamente a la pasta [7].
Como cabía esperar apartir de estas investigaciones, imnediatamente después
de la primera modificación de un electrodo sólido en 1975 [8], la pasta de carbono
comenzó a atraer la atención como un material que puede ser modificado fácilmente.
Así, un trabajo pionero es este campo fue realizado por Cheek y Nelson, que
introdujeron grupos funcionales complejantes en la superficie del carbono para
preconcentrar plata [9]. Yao y Musha escogieron otro método de modificación,
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consistente en disolver un modificador en el líquido aglutinante para inmovilizar
especies electroactivas [10]. Pero fue, sin lugar a dudas, el trabajo de Ravichandran
y Baldwin en 1981, proponiendo la mezcla directa de un modificador con la pasta,
el activador de la enorme expansión en las aplicaciones de los electrodos de pasta
de carbono modificados que tuvo lugar en los años posteriores [11]. El número de
publicaciones aumentó exponencialmente desde entonces. Los CMCPEs se
emplearon tanto para determinaciones voltamperométricas directas como para
determinaciones amperométricas en sistemas continuos o discontinuos.
Recientemente se han convertido en un soporte muy atractivo para las
modificaciones con enzimas, debido concretamente a la facilidad de modificación de
las pastas de carbono sin necesidad de métodos químicos rigurosos. Este es
probablemente uno de los campos de investigación más excitantes desarrollados en
los últimos años.
La primera revisión dedicada exclusivamente a los CPEs fue escrita por el
propio inventor y cubre las experiencias con CPEs en el período 1958-1963 [12].
Desde entonces se han publicado varias revisiones sobre el empleo de CPEs en
análisis voltamperométrico o como detectores en sistemas en flujo [13,14]. Cabe
destacar la revisión de Kalcher sobre CMCPEs que recoge las investigaciones más
importantes realizadas hasta 1989 [7]. Las experiencias más modernas y las últimas
tendencias en este campo también han sido recopiladas [15,16].
La pasta de carbono es un material compósito disperso, constituido por una
mezcla de polvo de grafito y un líquido aglutinante. El tamaño de partícula del
grafito oscila entre 5 y 20 g.¡m. Partículas mayores originan una textura rugosa y
propiedades mecánicas y electroquímicas desfavorables, mientras que los polvos de
grafito de menor tamaño de partícula pueden ser adecuados para la fabricación de
microelectrodos de pasta de carbono. El grafito debe poseer una serie de
propiedades, tales como una distribución uniforme de tamaño de partícula, gran
pureza química y baja capacidad de adsorción para el oxígeno e impurezas
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electroactivas. Materiales demasiado porosos como el carbono negro no son
apropiados para la preparación de pastas de carbono [4,12].
El segundo componente de la pasta de carbono es el liquido aglutinante. Debe
ser químicamente inerte y no electroactivo, insoluble en la disolución a analizar,
escasamente volátil y estar libre de impurezas electroactivas.
La pasta de carbono se prepara mezclando íntimamente el polvo de grafito
con el líquido aglutinante. La relación aglutinante/polvo de grafito varia entre 0.3 y
0.5 mL por gramo de grafito (pastas “secas”) y 0.5 y 0.9 mL por gramo de grafito
(pastas “húmedas”).
La estructura superficial de la pasta de carbono ha sido estudiada mediante
métodos electroquímicos, ópticos y microscópicos, y puede describirse como un
conglomerado de zonas conductoras (grafito) y aislantes (aglutinante). El tamaño y
abundancia relativa de estas zonas depende de la relación grafito/aglutinante. Los
CPEs con una composición normal exhiben una superficie que está prácticamente
recubierta por una finísima película del líquido aglutinante. Además de la relación
grafito/aglutinante, las propiedades fisicas y químicas de ambos componentes
determinan el comportamiento electroquímico global de los CPEs.
La compleja naturaleza heterogénea de los CPEs afecta a la transferencia de
carga superficial. En general, la presencia del aglutinante en la superficie disminuye
la velocidad de la transferencia electrónica (cinéticas más lentas), aumentando el
sobrepotencial con respecto a los electrodos homogéneos. Al aumentar la lipofilia
del líquido aglutinante se incrementa el sobrepotencial (irreversibilidad) puesto que
el carácter hidrofóbico del aglutinante dificulta el acceso de los analitos hidrofilicos
a la superficie del electrodo. Este efecto se produce también al aumentar el contenido
de aglutinante en la pasta.
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Los CPEs muestran corrientes de fondo inferiores comparadas con los
electrodos de grafito sólido o metales nobles. La corriente residual disminuye al
aumentar la cantidad de aglutinante en la pasta. Sin embargo, este efecto va
acompañado de un descenso de la sensibilidad del electrodo.
Los CPEs pueden ser polarizados en una ventana de potencial que abarca
aproximadamente de -1.0 a +1.3 V vs. SCE en medio ácido y de -1.5 a +1.0 V vs.
SCE en medios neutros y alcalinos. No obstante, en las medidas voltamperométricas
realizadas en la zona de potenciales negativos, el oxigeno atrapado en la pasta
interfiere seriamente.
Debido a la presencia del aglutinante, la extracción de especies lipofilicas es
una propiedad única de los CPEs. La preconcentración vía extracción es ligeramente
selectiva; sin embargo, la selectividad puede exaltarse ajustando el pH del medio,
ya que solamente las especies neutras o los pares iónicos pueden ser extraídos en la
pasta que contiene un aglutinante apolar. Los CPEs también pueden discriminar entre
extracción y adsorción, lo que puede ser útil para el análisis de mezclas de sustancias
que presentan un comportamiento electroquímico muy similar. La capacidad de
adsorción de algunos compuestos, en particular moléculas lipofilicas, sobre los CPEs
puede ser mayor que sobre los electrodos sólidos convencionales, de nuevo a causa
del aglutinante.
La relación grafito/aglutinante ejerce un efecto importante en el análisis de
compuestos orgánicos que se adsorben sobre la superficie del electrodo. Cuanto
mayor es el contenido de aglutinante, mayor es la resistencia del electrodo (eléctrica
y difusional) y menor la cantidad de partículas de grafito activas (no cubiertas por
el aglutinante) en la interfase electrodo-disolución. Variando la cantidad de grafito
en relación al aglutinante, es posible distinguir entre fenómenos de adsorción sobre
las partículas de grafito y aquellos que ocurren esencialmente por difusión a través
de las capas de aglutinante hacia el grafito [17]. A pesar de que es dificil establecer
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un modelo [18], parece ser que cualquier curva voltamperométrica registrada sobre
el CPE corresponde a fenómenos controlados tanto por adsorción como por difusión
de la especie electroactiva en la fase pasta y en la fase disolución (difusión hacia las
panículas de grafito en la interfase electródica).
Gracias a la pequeña corriente residual en un amplio intervalo de potencial,
ha sido posible la determinación de cantidades muy pequeñas de compuestos
orgánicos sobre CPEs empleando voltamperometría de barrido lineal (LSV),
diferencial de impulsos (DPV) o de corriente alterna (ACV). Para ciertos tipos de
compuestos orgánicos (moléculas lipofilicas) y en determinadas condiciones
experimentales (pH, fuerza iónica, temperatura), lapasta de carbono ofrece una gran
sensibilidad y selectividad gracias a la preconcentración del analito por adsorción-
extracción [19,20].
La acumulación se lleva a cabo controlando con precisión el transporte de
masa (agitación constante, control de temperatura) bien a potencial controlado, o
bien a circuito abierto. Esta última modalidad es la que suele utilizarse (permite el
análisis de pequeños volúmenes de muestra) a pesar de ser algo menos sensible [19].
La determinación de trazas de compuestos orgánicos en matrices complejas requiere
bien separación del analito por extracción, o bien dilución y utilización de
voltamperometría de adsorción-redisolución (cambio de medio) [18-20].
La heterogeneidad de la pasta de carbono es una desventaja con respecto a
las aplicaciones de los CPEs en medios no acuosos puesto que se desintegra el
material electródico.
La reproducibilidad de los CPEs es algo peor que la de los electrodos de
mercurio, metales nobles o carbono vitrificado. Los valores de ladesviación estándar
relativa obtenidos a partir de medidas con CPEs oscilan alrededor del 5%. Los
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limites de detección para la determinación de sustancias orgánicas e inorgánicas
alcanzan valores bastante bajos [7].
LZ.2.1.- Electrodos de pasta de carbono modificados con
mediadores redox
La utilización de reacciones electrocatalíticas con fines analíticos ha cobrado
gran interés especialmente en los últimos años, debido concretamente a la expansión
que ha tenido lugar en el campo de la biosensorización de moléculas biológicamente
importantes a través de compuestos electroquimicamente activos.
En general, para la preparación de los electrodos de pasta de carbono
modificados suelen utilizarse diversos métodos, algunos de ellos similares a los
empleados para modificar otro tipo de electrodos sólidos. En primer lugar podría
citarse la adsorción directa del modificador sobre la superficie del CPE, raramente
utilizado con este fin puesto que es un sistema más apropiado para preconcentrar
especies electroactivas. La formación de enlaces covalentes entre el modificador y
el electrodo tampoco suele emplearse puesto que requiere tratamientos complicados
como oxidación o silanización. Por otro lado, la disolución del modificador en el
líquido aglutinante es aplicable solamente a sustancias con propiedades fuertemente
lipofilicas. Sin duda alguna, el método utilizado más comúnmente para preparar
electrodos de pasta de carbono modificados es la mezcla directa del modificador con
la pasta, sugerido en 1981 por Ravichandran y Baldwin [11]. La mezcla puede
hacerse calentando ligeramente la pasta o en presencia de una pequeña cantidad de
disolvente orgánico (cloroformo, tetracloruro de carbono) para solubilizar el
modificador insoluble en agua y obtener una pasta de composición homogénea.
Después de la evaporación del disolvente a temperatura ambiente, la pasta está
preparada para su uso. Los modificadores utilizados en mezcla directa deben ser
insolubles en la disolución analítica o, al menos, adsorberse fuertemente sobre los
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componentes de la pasta de manera que se evite su disolución en la superficie del
electrodo durante la medida.
Es necesario renovar la superficie del electrodo si permanecen componentes
electroactívos adsorbidos sobre la superficie o si los grupos flincionales del
modificador quedan bloqueados. El método empleado para la regeneración de la
superficie depende de los mecanismos implicados en el proceso analítico. Siempre
es preferible una regeneración química o electroquímica, puesto que así se asegura
que el número de grupos funcionales reactivos en la superficie del electrodo
permanece constante en una serie de medidas repetidas. No obstante, si se dan
procesos de preconcentración química o extracción dentro del electrodo se
recomienda la renovación manual de la superficie para evitar riesgos de efectos de
memoria. La renovación mecánica requiere una gran homogeneidad del material
electródico y un tratamiento totalmente análogo de la superficie del mismo para
garantizar resultados reproducibles.
La electrocatálisis en la superficie del electrodo puede tener lugar de varias
formas. Frecuentemente se produce catálisis directa, como se esquematiza en la
Figura 2. En el caso de la oxidación, el sustrato A(red) es oxidado a A(ox) por la
forma oxidada del modificador, M(ox), que pasa a su forma reducida M(red). Este
puede ser oxidado de nuevo electroquimicamente. La corriente neta observada
corresponde a la concentración de sustrato en el seno de la disolución. La reducción
podríadescribirse con un mecanismo análogo. El modificador actúaclaramente como
un mediador redox, con objeto de reducir el sobrepotencial de la transformación
electroquímica del sustrato. De forma similar puede explotarse la catálisis
regenerativa si un analito electroactivo se transforma electroquimicamente en un
producto inerte, y éste reacciona con el catalizador para reconvertirse en la especie
analítica.
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Figura 2
Esquema de la acción directa del mediador redox utilizado como modificador en electwdos
de pasta de carbono; M, modificador~ A, mnalito; red: fonna ¡tducida ox: fonna oxidada
Entre los analitos inorgánicos determinados con mayor frecuencia sobre
electrodos de pasta de carbono modificados con mediadores redox destaca el
peróxido de hidrógeno, que aparece frecuentemente como producto de ciertos
procesos enzimáticos. Algunos ejemplos concretos pueden encontrarse en una
moderna revisión de Kalcher y colaboradores [16].
La actividad electrocatalítica de los electrodos de pasta de carbono
modificados cobra una especial importancia cuando se aplica a la determinación de
analitos orgánicos, puesto que la mayoría de los compuestos orgánicos de interés
presentan un sobrepotencial tan grande para su oxidación o reducción electroquímica,
que su determinación sobre electrodos convencionales se hace dificil o incluso
imposible.
Dactob Li.,’udhA
A(a)
Contacto
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Los compuestos organometálicos insolubles en agua, tales como las
fialocianinas metálicas que se usarán en este trabajo, son modificadores muy
apropiados para la pasta de carbono. Los electrodos resultantes ofrecen propiedades
catalíticas que reducen sustancialmente el sobrepotencial de los procesos redox de
este tipo de analitos débilmente electroactivos sobre electrodos no modificados.
En la Tabla 1 se recogen algunas de las aplicaciones más interesantes de los
electrodos de pasta de carbono modificados con tialocianinas metálicas.
El grupo de Baldwin fue uno de los primeros en utilizar electrodos
modificados con fialocianina de cobalto con fines analíticos [21], habiéndose
demostrado su utilidad tanto en discontinuo como en sistemas en flujo [22-30].
Wang y col. también han utilizado la fialocianina de cobalto para catalizar la
electrooxidación de hidracina [31] y peróxidos orgánicos (32] y el grupo de
Kauffinann proflindiza en las aplicaciones concretas de esta fialocianina para la
determinación de compuestos orgánicos que contienen azufre [33,34].En esta misma
línea, aunque tratándose de analitos inorgánicos, puede citarse un método
recientemente desarrollado para la determinación en continuo de tiocianato y
selenocianato sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con CoPC J35J.
A pesar de que la mayor parte de las aplicaciones basadas en ftalocianinas
metálicas se centran en la tialocianina de cobalto, nuestro propio Grupo de
Investigación ha empleado la fialocianina de níquel como mediador redox para la
determinación de los antioxidantes BHT y BHA [36,37]. También hay que
mencionar el empleo de la fialocianina de hierro como modificador de los CPEs para
la reducción catalítica de peróxidos orgánicos [38].
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Tabla 1
Ejemplos de las aplicaciones de los electrodos de pasta de carbono modificados con
flalocianinas metálicas.
Modificador Analito Medio Potencial Método Ref.
NaOH 0.2 M
Cisteina, glutation H2504 0.5 Nt! o
fosfato 0.5 M
Acido oxálico, a-
cetoácidos
fosfato 0.5 M
(pH 2)
+0.75 . +090 y
vs. Ag/AgCI
fosfato 0.1 M
Hidratos de carbono NaOH 0.15 M
Hidratos de carbono, NaOH 0.15 M
polialcoholes
+0.4 . +0.5 V
vg. AgAgCl
Alditoles, azúcares NaOH 0.15 M
Ribonucícótidos NaOH 0.15 M +0.4 -4-0.5 V
Vs. Ag/AgCI
Fosfato 0.1 M
Peróxidos orgánicos KNO, 0.05 M +0.7 V vs.
Ag/AgCI
CV, FíA 32
OoPC Cisteina, compuestos
con azufre
H2S040.5M,
fosfato 0.5 M
+0.7 - +0.8 V
vs. SCE
CoPC Hidracina
CoPC
-0¡. y vs.
Ag/AgCI
CoPC
Cv,
LCED
21
-0.8 V VS.
Ag/AgCI
CoPC
CV,
LCED
22,23
Tiopurinas
CoPC
CV,
LOED
24,25
+0.6 V ‘vs.
Ag/AgCI
CV,
LCED
CoPO
26
+0.4 V vs.
Ag/AgCI
CoPO
CV,
LOED
(PAf»
27
CV,
LOBO
CoPC
28
+0.55 V vg.
Ag/AgCI
CoPO
CV,
LCED
(PAD)
29
Hidracina
CoPO
CV,
LCED
30
+0.3 V vs.
Ag/AgC1
Cv 3’
LSV 33
CoPC Tiarnazol, tiourea 34
Mediadores redox 21
Tabla 1 (Cont.)
Ejemplos de las aplicaciones de los electrodos de pasta de carbono mod4ficados con
ftalocianinas metálicas.
Modificador Analito Medio Potencial Método Ref.
CoPC SCN~, SeCN Hritton-Robinson +0.83, +0.60 V FIA 35
0.04 M vs. SCE (PAD)
NiPO BHA lACIO4 0.1 M +0.50 V vs. SCE DPV 36
NiPC BlAl Fosfato 0.05 M +0.80 V vs. SCE DPV 37
(pH 2)
FePC Peróxidos orgánicos Fosfato (pH 2) +0.1 +0.2 V vs. CV, 38
(reducción) Ag/AgCI LCED
CV, Voltamperometria cíclica; LCED, Cromatografía líquida con detección electroquímica; FIA, análisis por
inyección en flujo; LSV, voltamperometría de barrido lineal; PAD, detección amperométrica de impulsos
Los óxidos de metales de transición constituyen otro grupo de catalizadores
bastante empleados como modificadores de los CPEs [39-42]. Los electrodos
resultantes se han utilizado preferentemente como detectores electroquímicos en
HPLC dada su gran estabilidad, efecto catalítico y densidades de corriente
extremadamente elevadas [39]. En la Tabla II se recogen algunas de las aplicaciones
más importantes de este tipo de electrodos. Puede destacarse la construcción de un
sensor “array” basado en pasta de carbono modificada con óxidos de rutenio, cobre,
níquel y cobalto para la determinación en continuo de carbohidratos y aminoácidos
[42].
Se ha investigado asimismo la posibilidad de inmovilizar compuestos
orgánicos con actividad catalítica en electrodos de pasta de carbono [11,43-45]. En
la Tabla III se citan algunos de los modificadores empleados, así como la respuesta
de los diversos analitos ensayados.
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Tabla fi
Aplicaciones de los electrodos de pasta de carbono mod4icados con óxidos de metales de
transidón como mediadores redox
Modificador Analito Medio Potencial Método Ref.
Cu2O Hidratos de carbono, NaOH 0.1 M +0.55 V vs. FíA 39
aminoácidos, alcoholes, Ag/AgCI
aminas
RuO2 Alcoholes, hidratos de NaOH 1.0 M +0.4 V ‘.‘s. HA 40
carbono Ag/AgCI
Oxido de 11202 NaOH 0.1 M +0.4 (ox) FíA 41
Co(II,II1) o -0.3 V (red)
Vs. Ag/AgCI
RuO2, Cu2O, Hidratos de carbono, KOH 0.5 M, +0.45 V vs. FíA 42
NiO y CoO aminoácidos NaOH 1.0 M Ag/AgCI
HA, análisis por inyección en flujo
El empleo de electrodos de pasta de carbono modificados con mediadores
redox, como sistemas de detección electroquímica en cromatografia líquida,
introducido por el grupo de Baldwin [21], amplia enormemente las posibilidades de
detectar y determinar electroquimicamente numerosos analitos que presentan
cinéticas de transferencia electrónica lentas [14,46,47]. Además, al trabajar con un
potencial aplicado más bajo, se consiguen límites de detección inferiores. La
ifalocianina de cobalto es, sin duda, el modificador que con más frecuencia se ha
incorporado a la pasta de carbono como mediador redox. Algunas de las aplicaciones
de los electrodos resultantes como detectores en sistemas en flujo se hallan recogidas
en la Tabla 1.
Mediadores redox 23
Tabla III
Aplicaciones de los electrodos de pasta de carbono mod4ficados con compuestós orgánicos con
actividad catalítica
Modificador Analito Medio Potencial Método Ref.
Apomorfina
(par redox)
Acido ascórbico Regulador
Mcllvaine (pH 6
o 7.4)
+0.3 V vs. SCE CV 43
Quinonas Ferrocianuro, NAUR y
ácido ascórbico
Regulador
Mcllvaine (pH 7)
-0.1 V vs. SCE
(NADH)
CV 11
4,4-bipiridilo Citocromo, azurina y
ferricianuro
NaCIO4 0.1 M +
fosfato 0.1 M
+0.236, +0.3 12 y
+0.468 V vs.
CV 44
(reducción) (pH 7) 5SCE (E0)
N,N,N,N’-
tetrametil-p-
fenilendia-
Acido ascórbico y
NADH
Na2HPO~, 0.15 M
o ácido cítrico
0.15 lv!
+0.1 y +0.4 V
vs. SCE
CV, CA 45
mina
CV, Voltarnperometría cíclica; CA, Cronoamperometría
Los electrodos de pasta de carbono comenzaron a utilizarse como
detectores amperométricos en sistemas en flujo a principios de los 70 [48]. La
preparación es sumamente sencilla, ya que basta con rellenar con la pasta el hueco
de una célula wall-jet o thin-layer a la que se le ha quitado el electrodo de disco
para disponer de un detector rápido y sensible. Las excelentes características de los
detectores de pasta de carbono en términos de relación señal/ruido se atribuyen a la
naturaleza compósita de su superficie y permiten la obtención de límites de detección
dos o tres órdenes de magnitud más pequeños que los obtenidos habitualmente sobre
un detector de carbono vitrificado. Sin embargo, si se imponen potenciales negativos
a un CPE para detectar reducciones, la presencia de oxígeno en la pasta origina una
corriente residual muy grande y, como consecuencia, no se obtienen buenos límites
de detección.
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Normalmente, los detectores de pasta de carbono mantienen un buen
fimcionamiento durante varios días sin necesidad de renovar la superficie,
dependiendo del potencial aplicado, el tipo de muestras inyectadas y la naturaleza
del portador o la fase móvil. Sin embargo, en algunos. trabajos se comenta la falta
de estabilidad en volumen (hinchamiento por hidratación) de los electrodos de pasta
de carbono cuando se emplean en sistemas en flujo [49,50] o la pérdida de grupos
activos (CoPC) de la superficie como consecuencia de las violentas condiciones
hidrodinámicas (“leaching”) [22,51]. De cualquier forma, el principal problema y en
el que coinciden la mayoría de los autores que han trabajado con detectores de pasta
de carbono, es su incompatibilidad con disolventes orgánicos, que origina una fuerte
deriva de la línea base. Si se emplean fases móviles con más de un 20% de
acetonitrilo o de un 30% de metanol, la pasta se disuelve en un corto período de
tiempo [16].
Por este motivo, continuamente se investiga sobre el desarrollo de nuevos
materiales electródicos similares a la pasta de carbono pero resistentes a los
disolventes orgánicos y que puedan ser modificados de forma homogénea.
Centrándonos en la fialocianina de cobalto, un mediador de transferencia electrónica
muy apreciado que se había inmovilizado básicamente sobre soportes de pasta de
carbono, pueden citarse diversos trabajos en que la pasta tradicional ha sido
sustituida por otras matrices más resistentes a los disolventes orgánicos. Por ejemplo,
se han fabricado electrodos compósitos consistentes en grafito y CoPC dispersos en
resma epoxi, muy resistentes y fáciles de pulir y se han aplicado a la determinación
de glutation [52], ácido ascórbico [53] y tioles [54]. Sin embargo, la principal
desventaja de la resma epoxi es que no es posible la renovación del electrodo por
relleno, como ocurría con la pasta de carbono.
Huang y Kok proponen el empleo de cemento de grafito conductor como
matriz electródica para la ifalocianina de cobalto [51]. Este nuevo electrodo
compósito presenta una buena estabilidad en la respuesta cuando se emplea en
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sistemas en flujo, y permite el relleno del electrodo. No obstante, su estabilidad en
medios con alto contenido en disolventes orgánicos no ha sido demostrada.
Otro material muy interesante sobre el que se ha inmovilizado CoPC ha sido
un electrodo compósito de carbono negro y Kel-F (policlorotrifluoroetileno> [49],
habiéndose demostrado la resistencia del electrodo al hinchamiento en metanol y
acetonitrilo y aplicándose a la determinación de cisteina mediante HPLC.
L2.3.- ELECTRODOS COMPOSI1’OS DE GRAFITO-TEFLON
Los electrodos de grafito-teflón pueden definirse comomateriales compósitos
segregados que se construyen mezclando cantidades conocidas de ambos
componentes en polvo, para posteriormente prensar mecánicamente la mezcla
homogeneizada en forma de pastillas con las dimensiones requeridas.
Normalmente, los polvos utilizados para fabricar un material compósito
segregado se escogen de manera que el diámetro medio de las partículas conductoras
sea pequeño en relación con las dimensiones de las partículas de polímero. Después
del proceso de mezcla y de homogeneización de la misma, las partículas conductoras
ocupan los intersticios entre las partículas de polímero más grandes.
Una de las características más atractivas de los electrodos compósitos en
general, que ha fomentado la investigación en este campo, es la excelente relación
corriente faradaica ¡ corriente de carga que ofrecen, particulannente los materiales
compósitos segregados [2]. Las propiedades electroquímicas de este tipo de
electrodos dependen en gran parte de la naturaleza del material condwctor. Sin duda
alguna, como es lógico, los compósitos más estudiados han sido los que contienen
grafito o carbono negro, por su buena estabilidad electroquímica, disponibilidad y
bajo coste.
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Las propiedades fisico-quimicas del material dependen, sin embargo,
fundamentalmente del polímero escogido como fase aislante, principalmente por lo
que se refiere a su resistencia mecánica, carácter hidrófobo y resistencia al
hinchamiento en disolventes no acuosos. Este último aspecto es especialmente
interesante desde un punto de vista práctico, dado que la afinidad de la matriz
polimérica por los disolventes orgánicos es la causa de la inestabilidad dimensional
de algunos electrodos en medios no acuosos. El hinchamiento de la fase aislante
origina un crecimiento de la superficie del electrodo y, por tanto, una mayor
corriente de carga. Los electrodos compósitos basados en teflón, Kel-F, polietileno
y polipropileno presentanuna buena resistenciaa algunos disolventes orgánicos [49].
Sin embargo, por otra parte, los materiales compósitos de grafito-polietileno
y grafito-polipropileno poseen escasa dureza, por lo que resultan dificiles de manejar
y pulir. Por consiguiente, entre los materiales aislantes mencionados anteriormente,
el teflón constituye una de las matrices poliméricas más atractivas para su utilización
en medios no acuosos, puesto que es prácticamente inerte al hinchamiento y presenta
buenas propiedades mecanícas.
En 1975, Klatt y colaboradores [55] evaluaron el comportamiento
voltamperométrico, mediante voltamperometria cíclica, de electrodos de grafito y
teflón de diferente composición, comparando la resistencia mecánica de las pastillas,
la conductividad del electrodo y la forma de los voltamperogramas obtenidos con
ferrocianuro. Estos autores examinaron, asimismo, la reproducibilidad de una
superficie electródica dada y la reproducibilidad entre diferentes electrodos,
concluyendo que presentan excelentes características para su empleo en estudios
electroquímicos. Además, demostraron su estabilidad fisica en medios orgánicos,
hidroalcohólicos y fuertemente ácidos.
Por otra parte, Shah y Honigberg [56] evaluaron el comportamiento de un
electrodo de grafito-teflón como detector en HPLC, demostrándose su utilidad para
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la detección electroquímica de distintos compuestos fenólicos y discutiendo un
aspecto práctico tan importante como es la pasivación de la superficie del electrodo
por dichos compuestos.
Sin embargo, y un poco sorprendentemente, desde 1983 hasta nuestros
estudios, sólo se ha encontrado un trabajo publicado más con este tipo de matrices
electródicas compósitas. En 1993, Wang y col. [57] emplearon este material como
alternativa para la fabricación de electrodos enzimáticos tridimensionales. Estos
bioelectrodos de grafito-teflón se prepararon del modo usual, después de unir
covalentemente la enzima al polvo de grafito. El seno del electrodo sirve de este
modo como “depósito’ tridimensional de la enzima, de manera similar a los
correspondientes dispositivos fabricados con pasta de carbono y grafito-epoxi. Los
biosensores resultantes combinan así las ventajas de rapidez de respuesta, capacidad
de renovación (por pulido), rigidez, facilidad de fabricación y economía.
Si bien como ya se ha dicho, no se han encontrado más referencias donde se
utilicen electrodos de grafito-teflón con fines analíticos, no puede dejar de citarse un
electrodo compósito segregado similar como es el compuesto por Kel-F y grafito.
Se conoce con el nombre de Kel-F al poli(clorotrifluoroetileno), un material algo
más rígido que el teflón (poli(tetrafluoroetileno)). Este electrodo se caracterizó por
primera vez en 1978 por el grupo de Anderson [58], evaluándose posteriormente su
empleo como detector en sistemas en flujo [59] y aplicándose a la determinación en
continuo de carbamatos [60] y compuestos fenólicos [61].
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L3.- ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS SOBRE LA
DETERMINACION DE TIRAM Y DISULFIIiAM
a a a s
CHS\ 1 ¡ /G~% CHS—CHI\ a 1 ~
CHs ~ N—C—8—S—C—N ~ CH. CH;~-CM. ~ N—c—S—S—c—N ~ CH.—CH,
II
Tiram (tetrametiltiuramdisulfiuro) (1) y disulflram (tetraetiltiuramdisulfiiro) (II)
son dos derivados del ácido ditiocarbámico que presentan actividad fungicida.
Los ditiocarbamatos se emplean fundamentalmente sobre frutas, verduras y
cereales para controlar ciertas plagas de hongos que afectan a este tipo de cultivos
[62]. El Comité Conjunto FAO!WHO Experto en Residuos de Pesticidas establece
un límite para el contenido máximo de ditiocarbamatos que oscila entre 0.1 mg Kg’
en patatas y 5 mg Kg’ en cereales [63]. En la CEE, las tolerancias establecidas
varían entre 2-7 mg Kg’ (expresado como bisulfuro de carbono) [63].
Tanto el tiram como el disulfiram se utilizan también como aceleradores para
la vulcanización del caucho. Además, el tiram tiene propiedades antisépticas y el
disulfiram es un agente empleado en el tratamiento del alcoholismo [64].
Para facilitar la visión en conjunto de los métodos analíticos existentes para
la detenninación de estos fungicidas, se han resumido, en forma de Tablas, los
trabajos aparecidos en los quince últimos años, tomando como base la técnica que
permite la determinación. En cada una de las Tablas se incluyen también, cuando se
conocen, las características analíticas del método, el tipo de muestra analizado y la
forma de llevar a cabo la determmacion.
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L3.1.- METODOS CROMATOGRÁFICOS
En la Tabla IV se resumen los trabajos encontrados en el período de tiempo
mencionado basados en técnicas cromatográficas. Existen relativamente pocos
métodos basados en el empleo de la cromatografla de gases (GC), probablemente
debido al carácter polar de este tipo de compuestos. La mayoría de los métodos
encontrados se basan en la hidrólisis ácida de los ditiocarbamatos y posterior
inyección del CS2 formado [63,69-71]. Sin embargo, este método sólo es específico
para el grupo ditiocarbamato y no permite la diferenciación de compuestos con
diferentes N-alquil sustituyentes.
Mucho más interesante parece la derivatización a ésteres etílicos, con el fin
de disminuir la polaridad e incrementar la volatilidad, que permite la determinación
conjunta de tiram y disulfiram empleando un detector de nitrógeno-fósforo [68].
La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), particularmente en la
modalidad de fase inversa es, sin lugar a dudas, la técnica cromatográfica más
utilizada para la determinación de ditiocarbamatos, . Los límites de detección más
bajos se obtienen cuando se emplea extracción líquido-líquido o sólido-líquido
[75,89,90,97,104-196], algunas veces “on-line” [81,108,109,112].
El detector más utilizado es el de absorción UV que no requiere
derivatización de los analitos. En algunos casos, se emplea derivatización post-
columna y la detección se realiza por absorción en el visible [83,85,89] o se emplea
detección fluorimétrica [76,86].
También la cromatografía en capa fina (TLC) se ha utilizado bastante para
ladetección y determinación semicuantitativa de ditiocarbainatos, fundamentalmente
sobre soportes de gel de sílice [113-ll5,118-120]. La detección colorimétrica
requiere el revelado de las manchas para la formación de especies coloreadas
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rí 13,115,117]. Puede destacarse un curioso sistema de detección biológica, basado
en el tratamiento de la placa con un hongo sensible a los ditiocarbamatos, Botiyfis
cinerea, que se incuba durante 48 horas [118].
Por último, se citan algunas aplicaciones de otras técnicas cromatográficas
para la determinación de tiram, como la cromatografía en papel [121] o la
cromatografía m ¡celar electrocinética [122].
Tabla IV
Métodos cromalogrdflcospara la determinación de tirwn y disulflrant Cromatografía de gases
(Gq.
Muestra Analitos Tratamiento Nivel Detector Ref.
Plasma Disulfiram Columna Chromosorb W lO ng mL~’ - 65
empaquetada con 3% OV-I
Material Pesticidas - AFID/FID 66
biológico
Lechuga Ditiocarbamatos Tratamiento con SnCI2 (1.5%) en 0.2 - 9.0 FPD 63
HCI 5 M para formar C52 mg Kg~’
Pesticidas Empleo de columna persilanizada - MS 67
recubierta de fase de metilsilicona
y He como gas podador
Caucho Tiram, ExÉn. con CHCI3-Me2CO, 3.2, 4.6 AFrO 68
disulfiram derivatización a ésteres etílicos
Aire Ditiocarbamatos Formación de CS2 69
Vegetales Ditiocarbamatos Transformación en CS2 por lO ng mL~’ . 70
calentamiento y dilución con HCI CS, (LO)
Tiram Transformación en CS2 por . . 71
calefacción en medio ácido
AFID:detector de ionización en llama alcalino; FILO: detector de ionización en llama; MS: espectrometria de
masas; FF0: detector fotométrico de llama.
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Tabla IV (Cont.)
Métodos cromatográficos para la determinación de tiren y disulfiram. Cromatografía Líquida
de Alta Resolución (HPLC).
Muestra Analitos Tratamiento Nivel Detector Ref.
Píasma, Disulfiram y
orina metabolitos
Suero,
plasma
Agua,
papel
Oisulfiram
Tiram
Ditiocarbamatos Exta. con CHCI,, clean-up en gel
de sílice. Elución con hexano y
CHCI3. Evap. a sequedad,
redisolución en MeOlA
0.01 mg
(LO)
Compuestos
orgánicos con 5
R. de intercambio de ligando con
Pd(II)-calceina y detección
fluorescente de calceina libre
Ditiocarbamatos Ocrivatización con Ni5O4 o
Co(N03)2 (pares iónicos)
UV 77
Oisulfiram y
metabolitos
Ditiocarbamatos
Etilación de sus metabolitos y
separación en columna alquilfenilo
Derivatización con soln. alcalina
de BOTA y L-cisteina. Extn.
Transformación en ésteres
metílicos con Mel
Lechuga Fungicidas
Oisulfiram y
metabolitos
Pía sma
Extn. con hexano:CHCI3 3:2
Purificación y preconc. en
precolumna Perisorb RP-18.
Separación en Li Chrosorb Rltl8
0.5 - 2.0
mg U’
3.4 . 3400
nniol U
UV 80
LJV SI
Extn. con CHCI3 y MeOlA.
Separación en Separon 50< o
Separon NIS. Elución con
CHCI3:ciclohexano
lO - 300
mg Kg~’
UV 82
Agua.
manzanas
72
73
74
Uy 75
0.5-1.0 ng FI 76
Pía sma
Vegetales
25 pg U’
0.5 mg Kg”
78
79
Fresas,
maíz
Tiram
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Tabla IV (Cont.)
Métodos cromatogrtzflcos para la determinación de tirwn y disulflrans. Cromatografía Líquida
de A Ita Resolución (HPLC).
Muestra Analitos Tratamiento Nivel Detector Ref.
13V/VISPreconc. en precolumna.
Ocrivatización post-columna con
Cu metálico
Sepn. en Separon SGXC-18 con
MeCN:fosfato o MeOH:NH4CI
13V 84
Preconc. en columna C,8.
Derivatización post-columna con
Cu metálico
Derivatización post-columna con
reactivo OPA-MERC
Extn. con hexano:EtOAc 80:20,
clean up. Elución con
MeCN:NH4C1
0.5 mg U’
(LO)
UV 88
Ditiocarbamatos Edn. con CI-12C12. Preconc. en
columna C,8. Derivatización post-
columna con Cu metálico
Extn. en cartuchos C,8. Elución
com MeOH. Sepn. en C,8 con
MeOH:acetato 0.01 mol U’
(pH 5)
0.14 mg U’
(LD)
3.4 ng (LO)
Inyección directa (300 jiL). Sepn.
en columna Biofine RPC-PO.
Elución con MeCN:fosfato 7 1:29
(pH 3.23)
EC 90
PCO 91
13V 92
Manzanas Tiram Empleo de dos columnas de alta
resolución
0.01 mg U’ 13V 93
Agua,
orma
Tiram,
disulfiram
Drogas
Orina
83
Disulfiram y
metaholitos
Pesticidas
Plasma Disulfiram
UVIVIS
FI3.8 ~g
Melocoto-
neros
85
86
87
Fungicidas
0.1-08
pmol L~’
Suelos,
manzanas,
lechugas
50 - 400
~g U’
13V/VIS
Agua de
río,
formula-
ciones
Alfalfa
Aguas
89
Tiram
Tiram
Pesticidas
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Tabla IV (Cont.>
Métodos cromatográficos para la determinación de dram y diszdflram. Cromatografía Líquida
de Alta Resolución (HPLC).
Muestra Analitos Tratamiento Nivel Detector Ref.
Verduras Pesticidas
Aguas
Aguas
Aguas
Pesticidas
Pesticidas
Pesticidas
Extn., sepn. en Lichrospher RP-18
u Octadecyl Si-lOO polyol
Extn. con CH2CI2. Sepn. en
columna Wakosil-II SC,8
Preconcentración por adsorción en
minicartucho de gel de
poliestireno. Elución con MeCN y
sepn. en columna RSpakDE-613 o
NOVAPAR C,8
Extn. con CH2CI2. Sepn. en
columna TSK gel OOS. Elución
con MeCN:H20:AcOH 60:40:0.1
Elución con 40-45% MeCN
(pH 4)
UV 98
Extn. en cartuchos Sep-Pak
ENVtC,8. Sepn. en Nucleosil 120-
SC,3. Elución con MeCN:MeOH
60:40
99
Extn. con columna Sep-Pak Plus
PS-l. Elución con MeCN. Sepn.
en columna Wakosil-Il SC,rIOO
con MeCN:H20 60:40
Uy 100
Extn. con cartuchos C,8
Extn. en cartuchos Sep Pak Plus
1’5-1
101
102
Agua de Pesticidas
río polares
Preconc. Sepn. en C,~ Elución
con gradiente MeCN:agua
2-10 ~ U’ Uy 103
94
95
96
970.1 - 1.0
~xgL~’ (LO)
Aguas
Aguas
Pesticidas
Pesticidas
Aguas
Aguas
Aguas
Pesticidas
Pesticidas
Pesticidas
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Tabla IV (Cont.)
Métodos cromatogr4ficos para la determinación de tiram y disulflram. Cromatografía Líquida
de Alta Resolución (HPLQ.
Muestra Analitos Tratamiento Nivel Detector Ref.
Cereales Tiram
Aguas
Aguas
Aguas
Aguas
Agua
potable
Aguas
Pesticidas
Pesticidas
Pesticidas
Pesticidas
Pesticidas
Pesticidas
Extn. con CH2CI2 o MeCN. Evap.
a sequedad. Redisolución con
MeOH:agua. Purif. en
microcolumna C,8
Preconc. en cartuchos Sep-Pak
Plus PS-l a pH 3.5. Elución con
MeCN:H20 18:1
Extn. en columnas Sep-Pak Plus
PS-l. Elución con MeCN. Sepn.
en columna 005 con
MeOH:fosfato 0.05 mol L~’ (pH
3.5) 1:1
0.05 mg Kg’
(LO)
25 ~¡gU’
0.1 - 1.1
pg L’ (LD)
Extn. con columna Sep-Pak plus
PS-l a pH 3.5. Elución con
MeCN. Sepn. en columna Water
Golf-Pak con MeCN:fosfato 0.05
¡nol U’ (pH 3.5)
Precone. en minicolumna C,8.
Elución e inyección directa
Filtración. Preconc. on-line.
Elución con MeCN:fosfato 0.5
minol U’ 50:50
Extn. con cartuchos PS-2 a pH 3.5
5 ¡‘g
0.5 pg
(LO)
5, 10 pg
0.3, 3
mg
Extn. con cartuchos Bond-Elut pH
Preconc. on-line en precolumna
13V 104
UV 105
13V 106
13V 107
- 108
- 109
13V líO
Agua de
río
Agua
Pesticidas
Pesticidas 0.2 - 0.8
~g U’
(LO)
III
11213V/FI
EC: Detección electroquímica; PCO: detector de fotoconductividad
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Tabla IV (Cont..)
Métodos cromatográficos para la determinación de tiramy disulfiram. Cromatografía en Capa
fina (TLC).
Muestra Analitos Tratamiento Nivel Detección Ref.
Extn. con hexano:CHCI, 6:4..
Sepn. en gel de sílice con
Et2O:hexano. Tto. con CuSO4
Sepn. en gel de sílice G en
Me2CO. Elución con
hexano:MeEtCO 19:1
Extn. con CHCI3. Sepn. en gel
de sílice. Tto. con CuSO4
Sepn. en Silufol con
Me2CO:ciclohexano como
eluyente
Sepn. con hexano: Me2CO.
Tratamiento de las manchas con
ferricianuro:cloruro de hierro
Sepn. en gel de sílice O en
CHCI,. Desarrollo con CHCI3:
Me2CO. Tratamiento con
Botrytis cinerea e incubación a
250 durante 48 h
2 mg (UD) Biológica 118
Oeriv. del ácido
dimetil- y
dietil-
ditiocarbámico
Sepn. en gel de sílice KSK con
ciclohexano:dioxano o
hexano:EtOAc
Tiram
Vegetales Pesticidas Sepn. en gel de sílice
VISMaterial
biológico
Tejidos
Aguas
Aguas
Tiram,
disulfiram
Carbamatos
Tiram
Tiram
Tiram
0.2 0.3
pig mU’
(UD)
0.5 pg (UD)
1-12 pg
113
114
115VIS
Grano,
hojas
Fungicidas
116
117VIS
Aguas
Tapones
de caucho
0.02 mg
(UD)
UV
119
120
94
UD: umbral de detección
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Tabla IV (Cont..)
Métodos cromatográficos para la determinación de tiram y disulfiram. Otras técnicas
cromatogróficas.
Muestra Analitos Tratamiento Técnica Detección Ref.
- Pesticidas Elución con hexano: OPC VIS ¡21
Me2CO:MeOH. Tto. con esterasa
de hígado de bovino.
Visualización con acetato de
indoxilo
- Pesticidas Sepn. con dodecil sulfato sódico MEKC - 122
como tensoactívo
OPC: Cromatografía en papel descendiente; MEKC: Cromatografía micelar electrocinética.
L3.2- MIETODOS ESPECTROFOTOMETRICOS
Existen numerosos métodos espectrofotométricos que se han empleado para
la determinación de tiram, disulflram y ditiocarbamatos en general, aplicados a
muchas clases diferentes de muestras (Tabla y). Todos ellos implican la
derivatización de los analitos, bien por formación de complejos coloreados con
metales de transición [127,132,136,140-142], o bien por digestión ácida de los
ditiocarbamatos, atrapamiento del CS2 formado y derivatización a productos
coloreados [123-125,148,149].
En ningún caso es posible distinguir entre ditiocarbamatos con sustituyentes
alquilicos diferentes, puesto que la propiedad utilizada para realizar la determinación
es característica del grupo ditiocarbamato.
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Tabla V
Métodos espectrofotométricos para la determinación de tirwn y
Muestra Analitos Tratamiento
disuifiramn.
Nivel X, nm Ref.
Ditiocarbamatos
Ditiocarbamatos
Extn. con CHCI,. Calentamiento
con HCI cc + SnCl~ Atrapamiento
del CS2 con KOH en MeOH.
Calentamiento con Zn(OAc)2 para
formar ZnS, acidificación y
reacción del H2S con
amínodimetilamina y Fe»
Calentamiento con SnCI2.
Absorción del CS2 en disoln. de
Cu(OAc)2 y dietanolamina en
EtOH
Extn. con Me2CO. Calentamiento
con H2504 cc, hidroquinona y
CuSO4
Colorim. 125
Extn. con CH2CI,. Tto. con Cuí 126
• Polvo
atmosférico
Tiram Conc. por filtración del aire. Tto.
con Cuí en CHCI,
25 ng nf
3
(LO)
425-430 127
Ditiocarbamatos Hidrólisis ácida y atrapamiento
del CS
2 sobre reactivo formador
de color
348,435 128
Tto. con CoCí2 en CHCI3 en
presencia de Na2S2O,
Ditiocarbamatos
Tiram,
etilenbis-
ditiocarbamatos
Tiram
Oigestión con 1~I3SO4. Absorción
del CS2 en soln. de PhCH2SH en
alcohol tert-butílico
Formación de CS2 y reacción con
Me2NH y Cu(OAc)2 para formar
complejo coloreado
Formación de un complejo
coloreado con CuCIO4.4 MeCN en
MeCN
Frutas,
verduras
Frutas,
verduras
662
435
123
12420 j.tg CS2
(LO)
Patatas
Tabletas
Tiram
Oisulfiram
Aguas
Caucho Tiram 323
Formula-
ciones
Frutas,
verduras
Cereales
129
430
0.1 mg Kg~’
130
131
1320.4 mg U’
(LO)
420
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Tabla V (Cont.)
Métodos espectrofotométricos para la determinación de tiran, y
Muestra Analitos Tratamiento
disuiflram.
Nivel A, nm Ref.
Ditiocarbamatos Oescomposición con H2S04 6 M y
AcOH. Absorción del CS, en soin.
alcalina de 1 ,2,5-trihidroxibenceno
y Et,N. Formación de complejo
coloreado con Ni
520 133
Formula-
ciones, agua,
cereales y
verduras
Mezclas
sintéticas,
preparados
comerciales
Tiram, ziram y
zineb
Ditiocarbamatos
Ditiocarbamatos
Calentamiento con hematoxilina
oxidada en agua
Hidrólisis ácida. Derivatización
del CS2 a dibutilditiocarbamato de
Cu(I)
Derivatización a complejos de Se.
Extn. en CHCIJ
Reacción con acetato de cromo en
medio HOAc/Ac~ (pH 2.5-3.0).
Extn. del complejo en MIBK
Derivatización con Na2SeO3 en
acetona
1-8 mg U’
Tiram, tricloro-
fenolato de Cu
420 138
390 139
Derivatización a complejo de
Mo(VI). Extn. con
isobutilmetilcetona
1.2 mg U’ 420 140
Ditiocarbamatos Formación de complejos de Cr.
Extn. en naftaleno y DMF
6-12 ~g 430 141
555
430
134
135
136
Tiram
5-lo Mg
(LO)
Tiram
420
Tejidos
¡37
Tiram
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Tabla V (Cont.)
Métodos espectrofotométricos para la determinación de tiram y disulfiramn.
Muestra Analitos Tratamiento Nivel nm Ref.
Formación de
dimetilditiocarbamato de Cu(II) y
Pd(II). Coprecipitación en
naftaleno microcristalino
395,430 142
Lechugas Tiram, zineb
Disulfiram
- Ditiocarbamatos
Preparados Tiram, ziram,
comerciales dibam y ferbam
Formula-
clones
comerciales
Agua
Suelos,
verduras
Tiram, zineb,
glutation
Ditiocarbamatos
Tiram, metam
Adición de MCI 2.4 mol L~’ con
SnCl,
Formación de complejo coloreado
con Cu
Hidrólisis ácida. Absorción sobre
aminas en IvteOH
Formación de complejos de Cr.
Adsorción en naftaleno
microcristalino
Inducción de la reacción
triyoduro-azida en medio micelar
Hidrólisis ácida. Absorción del
CS2 sobre etilendiamina o
piperidina en MeOH
Formación de CS~ Derivatizacion
a complejos coloreados de Cu(II)
Tiram
0.3 mg
CS2 (LO)
143
144
145
146
147
148
149
5.4xJO~
9
mol L~’
(LO)
500
1-10 mg U’
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1.3.3.- METODOS ELECTROQUIMICOS
Se han encontrado relativamente pocas aplicaciones de los métodos
electroquímicos para la determinación de tiram y disulfiram (Tabla VI). En la
mayoría de los casos se basan en la reducción del fungicida sobre electrodos de
mercurio [l5O,152,153,154], aunque también se ha aprovechado la oxidación del
tiram sobre un electrodo de Au [1].
Los métodos basados en la preconcentración de tiram por adsorción sobre la
superficie del electrodo [1,153]permiten alcanzar límites de detección más bajos que
los obtenidos con otras técnicas. No obstante, la selectividad es insuficiente para su
aplicación al análisis de trazas en muestras medioambientales, por lo que se hace
necesano recurrir a la detección electroquímica en sistemas cromatográficos [90].
L3.4.- METODOS VOLUMETRICOS
En la bibliografia revisada aparecen varios métodos volumétricos de
determinación de tiram y disulflram, cuyas características principales se recogen en
la Tabla VII. Debido a la escasa sensibilidad de este tipo de métodos de análisis, se
han aplicado fundamentalmente a la determinación de estos ditiocarbamatos en
medicamentos [160,165] y fonnulaciones comerciales [156,157,162,163]. En la
mayoría de los casos, el punto final se detecta potenciométrica o
amperométricamente [157-162,165].
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Tabla VI
Métodos electroquímicos para la determinación de tiram y disulfirant
Muestra Analitos Tratamiento Nivel Técnica Detector Ref.
Medica- Disulfiram,
mentos fármacos
- Tiram,
compuestos
orgánicos con 5
Medio H20:EtOH con
NaOAc 0.1-0.3 mol U’
Extn. en cartuchos C,8
(aguas) o con CHCI,
(aceites). Evap. a
sequedad. Redisoln. en
MeOH
Extn. con MeGE
(preparados), Extn. con
cartuchos C,8 (aguas).
Elución con MeOH.
Evap. a sequedad.
Redisoln. con MeOH
Empleo de soluciones
de Bu4NI y H2S04 en
OMF, EtOH o mezclas
orgánico-acuosas
0.03
~sg
(LO)
0.3 pg U’
(LO)
0.3 mg
AdSV
AdSV
P
Hg 152
HMDE 153
Au
rotatorio
Hg 154
Manzanas Tiram Hidrólisis ácida.
Absorción del OS2 sobre
piperidina en MeOH
OPP, CV
Disulfiram
lx lO~
mcl U’
(LO)
CSV
150
151Ag o
película Hg
Agua,
suelos
Preparados
comercia-
les, aguas
Tiram
Tiram
Disulfiram
1.5-9.2
~mol U’
OPP Hg 155
DPP: Polarografía diferencial de impulsos; CV: voltamperometría cíclica; CSV: voltamperometría de redisolución
catódica; AdSV: voltamperometria de adsorción-redisolución; P: polarografía.
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Tahía Vil
Métodos volumétricos para la detenninación de tiram y disulflram.
Muestra Analitos Tratamiento Nivel Detección Ref.
Reducción con Na2S y valoración
ácido-base de la dietilamina
formada
Tiram Reducción con Na2SO, en Me,CO
o EtOH:DMF. Valoración con
CuSO4 0. 1 mol L~’
Potenciom. 157
Aceleradores de
vulcanización
Valoración con Na2SO3 del ‘2
liberado por reacción con HL a 00
en MeOH acuoso
Amperom. 158
Tiram,
disulfiram
Oisulfiram,
metiltiouracil
Valoración por reducción con
K2CS, en OMF:H20
Derivatización con Hg(OAc)2.
Valoración como bases en HOAc
y HCIO4 0. 1 mol U’
Xantatos,
ditiocarbamatos,
fungicidas
Valoración con yoduro generado
electroquímicamente
>5
Mequiv.
Amperom. 161
Valoración con tritiocarbonato K
en OMF:H20
Valoración con tritiocarbonato K
Potenciom. 162
Fotom. (%=
400 ¡un)
163
Valoración con tritiocarbonato K
Valoración con Cu
2~ 0.36-0.71
mg
Potenciom. 165
Reacción de azida sódica con
yoduro en presencia del tiuram
disulfuro (inductor). Valoración
del exceso de yoduro con arsenito
sódico
Formula-
ciones
comerciales
Tiram
Preparados
comerciales
156
Tabletas
Visual,
potencíom.
Potenciom.
(pH)
159
160
Preparados
comerciales
Preparados
comerciales
Tiram
Tiram
Tiuram
disulfuros
Medica-
mentos
Oisulfiram
Fotom. 164
Tiuram
disulfuros
(tiram,
disulfiram)
0.5-14 pg Visual 166
II.— PARTE EXPERIMENTAL
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ff1.- DETERMINACION DE TIRAM Y DISULFIRAM CON UN ELECTRODO
DE PASTA DE CARBONO MODIFICADO CON FTALOCIANINA DE
COBALTO
ff1 .1.- INSTRUMENTACION
IIL1..1.1.- Aparatos
Las medidas en discontinuo se han realizado utilizando un potenciostato
EG&G PARC 273 equipado con el software de Análisis Electroquímico Mod. 270.
La agitación durante la etapa de preconcentración se ha llevado a cabo con un
agitador magnético P-Selecta.
Para los experimentos en continuo se ha utilizado un sistema de inyección de
flujo constituido por una bomba peristáltica Wiz (ISCO) y una válvula Valco
(Metrohm) con volumen de inyección variable. Como detector se ha empleado un
detector electroquímico EG&G PARC Mod. 400 acoplado a un registrador Linseis
6512 y equipado con una célula de flujo “thin-layer’ modelo MP-1305, en la cual
se ha reemplazado el electrodo de carbono vitrificado por una pieza idéntica que
presenta una cavidad de 3 mm de diámetro en lugar del disco de carbono vitrificado.
Dicha cavidad se reflena con la pasta de carbono modificada.
Para las medidas de pH se ha empleado un pH-metro de precisión Metrohm
E 510.
Otros aparatos utilizados han sido: baño de ultrasonidos P-Selecta Ultrasons,
centrifugadora P-Selecta Meditronic y rotavapor Heidolph W 2000.
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II.1.1.2.- Electmdos y células de tmbajo
Como electrodo indicador se ha utilizado un electrodo de pasta de carbono
modificada con ftalocianinas metálicas, empleando como soporte para los estudios
en discontinuo, un electrodo hueco Metrobm 6.0807.000 (3.0 mm de diámetro de
zona activa) y, para los experimentos en continuo, el electrodo hueco descrito en el
apañado II. 1.1.1. acoplable a la célula de flujo “thin-layer’ modelo MP- 1305. La
preparación de los electrodos se describe en el apañado 11.1.3.1.
Para las medidas en discontinuo se ha utilizado como electrodo de referencia
un electrodo de calomelanos saturado EG&G PARC Mod. K0077 y como electrodo
auxiliar una punta de platino. Como célula de trabajo se ha empleado una célula
electroquímica Metrohm EA 875-20.
Para los estudios en flujo, la célula de trabajo ha sido, como ya se ha
comentado, una célula electroquímica para cromatografla líquida modelo MP-1305.
El electrodo de referencia utilizado ha sido un electrodo de Ag/AgCl modelo P/N
219054.
111.2.- REACTIVOS
Para la preparación de los electrodos de pasta de carbono se ha utilizado
grafito en polvo (Ultra F, Dicoex) y aceite de parafina (Fluka). La modificación se
ha realizado con diferentes flalocianinas metálicas: de cobalto (Fluka), de niquel
(Fluka) y de hierro (Kodak), que se usaron tal como se recibieron, sin purificación
posterior.
Losfungicidas analizados en este estudio han sido: tetrametiltiuram disulfliro
(tiram), tetraetiltiuram disultúro (disulfiram) y dimetilditiocarbamatode zinc (ziram),
Parte Experimental 47
todos ellos de la marca Aldrich. Otros reactivos empleados han sido: fenol (Sigma)
y sulfato de zinc (Merck).
Para la preparación de las disoluciones reguladoras se ha utilizado ácido
bórico (Panreac), ácido acético (Carlo Erba), ácido fosfórico (Carlo Erba), NaOH
(Panireac), NaH2PO4 (Fluka) y Na2HPO4 (Panreac). Como disolventes orgánicos se
han empleado metanol y cloroformo (Panreac). Todos los productos utilizados han
sido de calidad para análisis. Siempre se ha trabajado con agua ultrapura obtenida
mediante un sistema Millipore Milli-Q.
Las mueseras analizadas han sido fresas adquiridas en un mercado local.
IL1.3.- PROCEDIM[ENTOS EXPERIMENTALES
ff 1.3.1.- Preparación del electmdo modificado
11.1.3.1.1.- Preparación de la pasta de carbono mod¡ficada con
fta.locianinas metálicas
La pasta de carbono modificada se prepara pesando exactamente la cantidad
de grafito y ifalocianina necesarias para obtener la proporción modificador/grafito
deseada (expresada como porcentaje de modificador). Se añaden 0.4 mL de aceite
de parafina y 5 mL de cloroformo por cada gramo de mezcla (grafito + ftalocianina).
Se agita la mezcla en un baño de ultrasonidos durante 3 minutos para asegurar su
homogeneidad. A continuación se evapora el cloroformo haciendo pasar una
comente de argón hasta sequedad aparente. Por último, se deja secar la pasta
resultante al aire durante una noche a temperatura ambiente.
48 Parte Experimental
11.1.3.1.2.- Preparación del electrodo indicador para la medida
Con la pasta preparada como se describe en el apartado anterior, se rellena
la cavidad del electrodo de trabajo, procurando que el empaquetamiento sea lo más
compacto posible, y se pule la superficie durante 1 minuto sobre una hoja de papel
de ordenador. En los estudios en discontinuo se renueva la superficie electródica
después de cada experimento, retirando la pasta usada del exterior del electrodo
(aproximadamente 1 mm de profundidad) y sustituyéndola por pasta nueva.
11.1.3.2.- Preparación de disoluciones
- Disoluciones patrón de tiram y d¡su<firam: Se prepararon semanalmente
disolviendo las cantidades adecuadas de cada fungicida en 50 mL de metanol para
obtener una concentración final de 2.5x103 mol L’. A partir de estos patrones se
prepararon diariamente, por dilución con metanol, disoluciones estándar más
diluidas.
- Disolución patrón de ziram: Se preparó disolviendo la cantidad adecuada
en 100 mL de metanol para obtener una concentración final de 5.0x104 M.
- Disoluciones patrón de fenol y sulfato de zinc: Se prepararon disolviendo
las cantidades adecuadas de cada compuesto en 50 mL de agua desionizadade forma
que la concentración final sea de 2.5x102 mol L.t. A partir de estas disoluciones se
preparan, por dilución, disoluciones estándar más diluidas.
- Disolución reguladora HBO
2/BQ 0.2 mol L~’ de pH8.0: Se disuelven 12.4
g de REO2 en aproximadamente 800 mL de agua desionizada. Se añade NaOH 2 M
hasta alcanzar pH 8.0 y se completa con agua destilada hasta un volumen final de
1 litro.
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- Disolución reguladora H2PQ;/HP042 0.2 mol U’ de pH 60: Se disuelven
24.0 g de NaH
2PO4 en aproximadamente 800 mL de agua desionizada. Se añade
NaOH 2 M hasta alcanzar pH 6.0 y se completa con agua destilada hasta un
volumen final de 1 litro.
- Disolución Britton-Robinson 0.2 mol L’: Se prepara disolviendo 12.4 g de
ácido bórico, 11.5 mL de ácido acético y 13.6 mL de ácido fosfórico en 1 litro de
agua destilada.
- Disoluciones reguladoras Britton-Robinson/NaOH: Se preparan añadiendo
pequeñas cantidades de una disolución de NaOH 2 M a diferentes alícuotas de la
disolución anterior hasta obtener el pH deseado.
- Disolución de trabajo de tirain: En un matraz aforado de 50 mL se añaden
25 mL de la disolución reguladora HBO2/BO;, el volumen necesario de disolución
patrón de tiram en metanol para conseguir la concentración final deseada en cada
experimento, la cantidad necesaria de metanol puro para alcanzar una proporción
final del 2% de metanol y agua desionizada hasta completar los 50 mL.
Para el estudio de pH se sustituye el regulador HBO2/B02- por 25 mL de
disolución Britton-Robinson ajustada previamente al pH deseado con NaOH.
En el estudio de interferencias se añade, además, la cantidad adecuada de la
disolución patrón de la sustancia correspondiente para obtener la proporción
interferente:tiram deseada en cada caso.
- Disolución de trabajo de disu«?ram: En un matraz aforado de 50 mL se
añaden 25 mL de la disolución reguladora H2PO¿IHPOQ, el volumen necesario de
disolución patrón de disulflram en metanol para conseguir la concentración final
deseada en cada experimento, la cantidad necesaria de metanol puro para alcanzar
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una proporción final del 2% de metanol y agua desionizada hasta completar los 50
mL.
Para el estudio de pH se sustituye el regulador H2PO¿/HPO.ft por 25 mL de
disolución Britton-Robinson ajustada previamente al pH deseado con NaOH.
En el estudio de interferencias se añade, además, la cantidad adecuada de la
disolución patrón de la sustancia correspondiente para obtener la proporción
interferente:disulfiram deseada en cada caso.
- Mezclas de tiram y disulflram: Para el análisis multicomponente de tiram
y disulfiram mediante métodos quimiométricos, se prepararon mezclas de tiram y
disulfiran de la siguiente forma: en un matraz aforado de 50 mL se añaden 25 mL
de la disolución reguladora HBO2/BO;, el volumen necesario de disolución patrón
de cada fungicida en metanol para conseguir las concentraciones finales deseadas en
cada experimento, la cantidad necesaria de metanol puro para alcanzar una
proporción final del 2% de metanol y agua desionizada hasta completar los 50 mL.
- Disolución portadora: Se disuelven 6.2 g de HBO2 en unos 800 mL de agua
desionizada, se añade NaOH 2 M hasta ajustar el pH a 8.0 y 20.0 mL de metanol,
completando con agua desionizada hastaun volumen total de 1 litro. Lacomposición
final es del 2% y/y en metanol y de 0.1 mol 12’ HBO2/BO¿
11.1.3.3.- Obtención de los voltainperogramas en discontinuo
El electrodo de pasta de carbono modificado, preparado como se describe en
el apartado 11.1.3.1, se sumerge en la célula de medida que contiene la disolución
de trabajo del fimgicida y se mantiene, a circuito abierto y con agitación constante,
3000 rpm, durante el tiempo de preconcentración predetenninado en cada caso.
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Transcurrido el período de acumulación se detiene la agitación y se procede a la
medida.
Las técnicas electroanalíticas utilizadas han sido voltamperometría cíclica
(CV), voltamperometría de barrido lineal (LSV) y voltamperometría diferencial de
impulsos (DPV).
II.1.3.4.- Determinación de dram en fresas contaminadas
Se pesan con exactitud aproximadamente 15 g de fresas troceadas en un tubo
de centrífuga de 40 mL y se añaden 50 ¡~¡L de una disolución patrón de tiram de 600
mg L’ en metanol. Se procede a extraer con 2 porciones de 15 mL de cloroformo.
El tubo se agita manualmente durante 5 minutos cada vez y se centrifuga durante 5
minutos a 4000 rpm. Se combinan los dos extractos en un matraz de fondo redondo
de 50 mL y se evapora hasta sequedad en el rotavapor a temperatura ambiente. El
residuo se disuelve en 0.5 mL de metanol, se añaden 12.5 mL de la disolución
reguladora HBO2/B02 0.2 mol Li de pH 8.0, se agita en baño de ultrasonidos unos
2 minutos y la disolución resultante se transfiere cuantitativamente a un matraz
aforado de 25 mL, enrasando con agua desionizada. Esta disolución se transfiere a
la célula de medida y se registra el voltamperograma correspondiente según el
procedimiento descrito en el apartado 11.1.3.3, empleando un período de acumulación
de 180 s. La determinación de tirain se lleva a cabo aplicando el método de
adiciones estándar, añadiendo cantidades de tiram comprendidas entre 30 y 75 ~.ag.
52 Parte Experimental
11.1.3.5.- Medidas por inyección en flujo con detección amperométiica de
impulsos
Se hace circular la disolución portadora por el sistema FíA descrito en el
apartado 11.1.1.1, se aplica al electrodo modificado el programa de potenciales
escogido (apartado 111.2.2) y se espera el tiempo necesario hasta obtener una señal
constante. Se inyectan entonces alícuotas de la disolución de trabajo de tiram en la
corriente de portador, registrando las señales amperométricas correspondientes.
11.2.- DESARROLLO DE ELECTRODOS COMPOSiTOS DE GRAFUfO-
TEFLON. DETERMINACION VOLTAMPEROMETRICA DE TIRAM Y
DISULFIRAM
11.2.1.- INSTRUMENTACION
11.2.1.1.- Aparatos
Todas las medidas se han realizado utilizando un potenciostato Eco Chemie
Autolab PSTAT 10 equipado con software de análisis electroquímico UPES 3.1.
La agitación durante la etapa de preconcentración se ha realizado con un
agitador magnético P-Selecta.
Para las medidas de pH se ha empleado un pH-metro de precisión Metrohm
E 510.
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Otros aparatos utilizados han sido: baño de ultrasonidos P-Selecta Ultrasons,
centrifugadora P-Selecta Meditronic, rotavapor Heidolph W 2000 y prensa hidráulica
Carver.
11L2.1.2.- Electmdos y células de trabajo
Como electrodos indicadores se han utilizado electrodos compósitos de
grafito y teflón cuya preparación se detalla en el apanado 11.2.3.1. El electrodo de
referenciaha sido un electrodo de calomelanos saturado EG&G PARC Mod. K0077
y el electrodo auxiliar una punta de platino.
La célula de trabajo ha sido una célula electroquímica Metrohm EA 875-20.
IL2.2.- REACTIVOS
Para la preparación
polvo de pureza ultra F
Dupont). Para su fijación
(Araldit).
de los electrodos compósitos se ha utilizado grafito en
(Dicoex) y poli(tetrafluoroetileno) -teflón- (Tipo 7A,
en el soporte electródico se ha utilizado resma epoxi
Los fungicidas utilizados en este estudio, así como el resto de reactivos, han
sido los mismos ya mencionados en el apanado 11.1.2. Como disolventes orgánicos
se han empleado metanol, n-hexano y cloroformo (Panreac).
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11.2.3.- PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
11.2.3.1.- Preparación del electmdo compósito de grafito y teflón
11.2.3.1.1.— Preparación del material compósito
Las pastillas de grafito-teflón se prepararon de la siguiente manera. Se pesan
las cantidades adecuadas de grafito y de teflón dependiendo de la composición final
que se desee, se mezclan y se homogeneiza dicha mezcla manualmente con ayuda
de una espátula plana. Se añaden, a continuación, 5.0 mL de n-hexano por 0.5
gramos de mezcla y se agita la pasta resultante en un baño de ultrasonidos durante
5 minutos para asegurar su homogeneidad. Seguidamente se evapora el n-hexano
haciendo pasar una comente de aire caliente hasta sequedad, dejando posteriormente
enfriar la mezcla atemperatura ambiente. Lapasta resultante seca se prensa en forma
de pastillas de 1.3 cm de diámetro aplicando una presión de 5000 Kg cm2 durante
unos 15 minutos. El espesor de dichas pastillas es de aproximadamente 0.4 cm.
11.2.3.1.2.- Preparación del electrodo indicador
Se prepara una pastilla de grafito-teflón de 0.5 g siguiendo el procedimiento
descrito en el apartado anterior. Con ayuda de un troquel de 3.5 mm de diámetro
interno, se taladra una porción de pastilla en forma de disco y se introduce
parcialmente en el extremo de un tubo hueco de vidrio de 10 cm de longitud y 4
mm de diámetro interno. La fijación de la pastilla al extremo del tubo se realiza con
resma epoxi, impregnando el tubo y los bordes de la pastilla que sobresalen de
forma que solamente la superficie del disco quede sin recubrir. Se deja secar la
resma durante 24 horas a temperatura ambiente y, a continuación, se introducen por
el otro extremo del tubo unas gotas de mercurio, estableciéndose el contacto eléctrico
mediante un hilo de cobre que sobresale parcialmente por este extremo del tubo.
Finalmente, se cierra dicho extremo con resma epoxi.
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11.2.3.2.- Pretratamiento del electmdo indicador
La superficie del electrodo compósito de grafito-teflón, preparado como se
describe en el apartado anterior, se renueva diariamente por pulido de dicha
superficie con un papel abrasivo de SiC con un tamaño de grano de 150 durante
unos cinco segundos. Como etapa previa a la realización de cada voltamperograma,
se procede al tratamiento electroquímico de la superficie del electrodo mediante la
aplicación de un potencial constante de - 1.2 V vs. SCE durante 30 segundos.
11.2.3.3.- Preparación de disoluciones
Las disoluciones patrón de tiram, disulfiram, ziram, fenol y sulfato de zinc,
así como las disoluciones reguladoras Britton-Robinson/NaOH, se prepararon de la
forma ya especificada en el apartado 11.1.3.2.
- Disolución reguladora H2PO¿/HP04
2 0.2 mol L’ de pH 7.4: Se disuelven
12.1 g de NaH
2PO4 y 14.3 g de Na2HPO4 en aproximadamente 800 mL de agua
desionizada. Se añade NaOH 2 M hasta alcanzar pH 7.4 y se completa con agua
destilada hasta un volumen final de 1 litro.
- Disolución de trabajo de tiram y disu¿firam: En un matraz aforado de 50
mL se añaden 25 mL de la disolución reguladora H2PO¿/HPOQ, el volumen
necesario de disolución patrón de fungicida para conseguir la concentración final
deseada en cada experimento y agua desionizada hasta completar los 50 mL.
Para el estudio de pH se sustituye el regulador H2P047HP04
2 por 25 mL de
disolución Britton-Robinson ajustada previamente al pH deseado con NaOH.
56 Parte Experimental
En el estudio de interferencias se añade, además, la cantidad adecuada de la
disolución patrón de la sustancia correspondiente para obtener la proporción
interferente:analito deseada en cada caso.
11.2.3.4.- Obtención de los voltampemgramas
El electrodo compósito de grafito-teflón se sumerge en la célula de medida
que contiene la disolución de trabajo del fungicida correspondiente y se aplica un
potencial de - 1.2 V vs. SCE durante 30 segundos con el fin de regenerar la
superficie del electrodo, como se ha indicado en el apartado 11.2.3.2. A continuación
se mantiene a 0.0 V vs. SCE y con agitación constante a 3000 rpm durante el tiempo
de preconcentración previamente escogido. Transcurrido el período de acumulación,
se detiene la agitación y se registra el voltamperograma correspondiente, desde 0.0
V hacia potenciales más positivos.
Para la elección del potencial catódico apropiado para la regeneración
electroquímica de la superficie electródica, se procedió a la desoxigenación de la
disolución de trabajo, haciendo pasar una corriente de argón durante 20 minutos.
Las técnicas electroanalíticas utilizadas han sido voltamperometría cíclica
(CV) y voltamperometría de barrido lineal (LSV).
11.2.3.5.- Determinación de dram en fresas contaminadas
Se pesan con exactitud aproximadamente 15 g de fresas troceadas en un tubo
de centrífuga de 40 mL y se añaden 50 gL de una disolución patrón de 600 mg 1.7’
de tiram en metanol. Se procede a extraer con 2 porciones de 15 mL de cloroformo.
El tubo se agita manualmente durante 5 minutos cada vez y se centrifliga durante 5
minutos a 4000 rpm. Se combinan los dos extractos en un matraz de fondo redondo
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de 50 mL y se evapora hasta sequedad en el rotavapor a temperatura ambiente. El
residuo se disuelve en 0.5 mL de metanol. A continuación se añaden 12.5 mL de la
disolución reguladora H2P047HP04
2 0.2 mol L~ de pH 7.4 y se agita en ultrasonidos
unos 2 minutos. La disolución se transfiere cuantitativamente a un matraz aforado
de 25 mL, completando el volumen con agua desionizada. Esta disolución se
transfiere a la célula de medida y se registra el voltamperograma de barrido lineal
correspondiente, según el procedimiento descrito en el apartado 11.2.3.4, empleando
un período de acumulación de 300 s. La determinación de tiram se lleva a cabo
aplicando el método de adiciones estándar, añadiendo cantidades de tiram
comprendidas entre 30 y 75 hg.
1L3.- ELECTRODOS DE GRAFI1?O-TEFLON COMO DETECTORES
ELECTROQUIMICOS EN SISTEMAS EN FLUJO
113.1.- INSTRUMENTACION
11.3.1.1.- Aparatos
Se ha utilizado un sistema de inyección en flujo constituido por una bomba
peristáltica Gilson Minipuls-2 y una válvula Rheodyne Mod. 5020 con volumen de
inyección variable. Para la detección se ha empleado un detector Metrohm 656
equipado con una célula de flujo, de configuración “wall-jet”, EA-1096. El control
de los potenciales y el registro de las señales amperométricas se ha llevado a cabo
por medio de un potenciostato Eco Chemie Autolab PSTAT 10 equipado con
software de análisis electroquímico GPES 3.1.
Para la separación de tiram y disulfiram, se ha acoplado al sistema FíA
descrito una columna de teflón de 3 cm de longitud y 2 mm de diámetro interno,
rellenada con fase estacionaria VYDAC SC-201 RP (Macherey-Nagel) de 30-40 ~im
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de diámetro de partícula. Esta columna separadora se coloca entre la válvula de
inyección y el detector como se indica en la figura 3, de fonna que sea posible
invertir el sentido del paso de la disolución portadora por dicha columna con el fin
de evitar la obstrucción de la misma. En el esquema que se muestra en la figura 3,
cuando las llaves 1 y 3 están abiertas y las llaves 2 y 4 cenadas, el portador entra
en la columna por la parte superior y sale por la inferior hacia el detector. Cerrando
1 y 3 y abriendo 2 y 4, el portador entrará en la columna por la parte inferior y
saldrá hacia el detector por la parte superior.
Figura 3
Esquema del dispositivo expeñmental empleado para la separación en continuo de dram y
d¡sultbam
Otros aparatos utilizados han sido: baño de ultrasonidos P-Selecta Ultrasons
y rotavapor Heidolph W-2000.
BOMBA
1
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3
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11.3.1.2.- Electmdos
Como electrodo indicador se ha utilizado un electrodo compósito de grafito-
40% teflón cuya preparación se detalla en el apanado 11.3.3.1. El electrodo de
referencia ha sido un electrodo de Ag/AgCl/KCl 3M Metrohm Modelo 6.0727.000
y el electrodo auxiliar un electrodo de oro Metrohm Modelo 6.0333.010.
113.2.- REACTIVOS
Los reactivos utilizados han sido los mismos que en el apartado 11.2.2.
Como disolventes orgánicos se han empleado metanol, acetonitrilo y
diclorometano (Panreac).
Las muestras analizadas han sido agua potable y agua de pozo, ambas de
procedencia local, contaminadas con 40 ¡ig 1.’ de tiram.
11.3.3.- PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
11.3.3.1.- Preparación dcl elcctmdo compósito de grafito-teflón
Se prepara una pastilla de grafito-40% de teflón de 1 gramo siguiendo el
procedimiento descrito en el apanado 11.2.3.1.1. Con ayuda de un troquel de 3.5 mm
de diámetro interno, se taladra una porción de pastilla en forma de disco y se
introduce a presión en el extremo de un tubo hueco de teflón de 8 cm de longitud
y 3 nun de diámetro interno. El contacto eléctrico se realiza a través de un tornillo
de acero inoxidable introducido por el otro extremo del tubo de teflón.
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11.3.3.2.- Pretratamiento del electmdo compósito de grafito-teflán
La superficiedel electrodo compósito de grafita-teflón se renueva diariamente
por pulido con un papel abrasivo de SiC con un tamaño de grano de 150 durante
unos cinco segundos. No fue necesario ningún otro tipo de regeneración química o
electroquímica posterior de la superficie electródica durante toda la jornada de
trabajo
11.3.3.3.- Preparación de disoluciones
Las disoluciones patrón de los fungicidas, las disoluciones reguladoras y las
disoluciones de trabajo de tiram y disulfiram se prepararon análogamente a lo
especificado en el apanado 11.2.3.3.
- Disolución portadora HJO¿/HPOJ 0.] mo! E’ de pH 7.4: Se disuelven
6.0 g de NaH2PO4 y 7.2 g de Na2HPO4 en aproximadamente 800 mL de agua
desionizada. Se añade NaOH 2 M hasta alcanzar pH 7.4 y se completa con agua
destilada hasta un volumen final de 1 litro. En el caso de la detenninación de tiram
en muestras de aguas, la disolución portadora contiene un 2% y/y de metanol.
- Fase móvil utilizada en la separación de tiram y disulfiram: 25 mL de una
disolución reguladora H2P041HP04
2 2.0 mol U’ de pH 7.4 se llevan a un matraz de
500 mL diluyendo con agua desionizada. Se añade el volumen necesario de
acetonitrilo para obtener la proporción final regulador fosfato 0.1 mol L’:acetonitrilo
deseada y se enrasa con agua desionizada. Las disoluciones de trabajo de tiram y
disulfiram, en este caso se prepararon en el mismo medio que la fase móvil,
tomando alicuotas de dicha fase móvil y añadiendo la cantidad de patrón
correspondiente para obtener la concentración final deseada.
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11.3.3.4.- Medidas por inyección en flujo con detección ampemmétrica
Se inyecta la disolución de trabajo de fungicida en la corriente de portador
y se registran las señales amperométricas al potencial aplicado al electrodo indicador,
previamente escogido. En estas medidas no se requirió ningún tipo de limpieza o
pretratamiento del electrodo compósito después de cada inyección.
11.3.3.5.- Determinación de dram en aguas contaminadas
Se toman 50 mL de la muestra de agua, se añaden 50 jiL de una disolución
patrón de 40 mg 12’ de tiram y se transfieren a un embudo de decantación de 150
mL. Se procede a extraer el fungicida con 2 porciones de 5 mL de diclorometano,
agitando durante 3 minutos. Los extractos se combinan y se evaporan hasta sequedad
en el rotavapor a temperatura ambiente. El residuo se disuelve en 1 mL de
disolución portadora (regulador fosfato 0.1 mol L’ de pH 7.4 con un 2% y/y de
metanol) con ayuda de agitación ultrasónica y se inyectan 2 alícuotas de 250 gL en
el portador, que fluye a una velocidad de 1.9 mL miii’ . La determinación de tiram
se lleva a cabo por medio de un calibrado en el intervalo 0.5 - 4.0 mg ~., obtenido
por adición de alícuotas de la disolución patrón de fungicida a una muestra de agua
sin contaminar (blanco) sometida al mismo tratamiento descrito anteriormente.
11.3.3.6.- Preconcentración por adso¡rión en continuo
La disolución portadora se hace circular por el sistema FíA descrito en el
apanado 11.3.1.1., aplicándose al electrodo indicador un potencial de -1.2 V durante
30 s con el fin de regenerar su superficie, del mismo modo a como se realiza en las
experiencias en discontinuo (apartado 11.2.3.2). A continuación, se registra un
voltamperograma de barrido lineal entre +0.5 y +1.2 V, comprobándose que no
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aparece ninguna señal de oxidación tras esta etapa de regeneración electroquímica.
Posteriormente, deteniendo momentáneamente la bomba peristáltica y cambiando el
extremo del tubo de un recipiente a otro, se hace circular por el sistema la disolución
adecuada de trabajo de tiram o disulfiram con un caudal previamente seleccionado
de 2.7 mL mm1. Al cabo de 30 s, que es el tiempo necesario para que la disolución
que comienza a circular alcance el detector, se inicia la preconcentración aplicando
al electrodo indicador un potencial de +0.0 V durante el tiempo deseado.
Transcurrido este período, se hace circular de nuevo la disolución portadora por el
sistema FíA y, una vez alcanzado el detector al cabo de 30 s, se registra un
voltamperograma de barrido lineal desde +0.5 hasta + 1.2 V para la medida del
fungicida adsorbido sobre la superficie del electrodo.
113.3.7- Separación en continuo de dram y disulfimm
La columna de teflón empleada para la separación, descrita en el apartado
11.3.1.1. y rellenada diariamente con la fase estacionaria, se acondiciona haciendo
pasar acetonitrilo durante dos minutos en cada dirección. Una vez preparada, se
monta el dispositivo que se muestra en la figura 3 y se hace pasar la fase móvil por
el sistema. Cuando la señal de fondo registrada para el portador es estable
(normalmente tras unos 10 minutos), se invierte el sentido de paso de dicha
disolución a través de la columna (apartado 11.3.1.1) y se inyecta una alícuota de la
disolución de trabajo mezclade tiram y disulfiram, preparada en la misma disolución
portadora, registrando las señales amperométricas de ambos fungicidas. Después de
cada uno de estos registros (aproximadamente 10 minutos), se invierte de nuevo el
sentido del flujo y puede realizarse una nueva medida.
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11.4.- DETECCION ELECIROQUIMICA EN HPLC CON UN ELECTRODO DE
GRAFfl?O-TEFLON. DETERMINACION DE TIRAM Y DISULFIRAM
IL4.1.- INSTRUMENTACION
11. 4.1.1.- Aparatos
El equipo utilizado está constituido por una bomba Waters Modelo 510
(Millipore) conectada a una columna de 10 cm de longitud y 0.46 cm d.i.
empaquetada con fase estacionaria Lichrosorb RiP 18 de 5 ~m de tamaño de panícula
(Teknokroma). Las muestras se inyectaron a través de una válvula de inyección
Valco (Metrohm) provista de un bucle de 10 hL.
Para la detección se emplearon dos diseños deferentes de la célula de flujo.
En el caso de la configuración wall-jet, la salida de la columna se conectó a una
célula de flujo Metrohm, modelo EA-1096. Para la configuración thin-layer, se
conectó la salida de la columna a una célula de flujo para cromatografia líquida de
EG&G PARC, modelo MP-1305.
El control de los potenciales, así como el registro de los cromatogramas, se
realizó mediante un potenciostato Eco Chemie Autolab PSTAT 10 equipado con
software de análisis electroquímico UPES 3.1.
Otros aparatos utilizados han sido: baño de ultrasonidos P-Selecta Ultrasons,
centrifugadora P-Selecta Meditronic, rotavapor Heidolph W-2000 y un mezclador
Waring con vaso contenedor de vidrio.
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114.1.2.- Electrodos y células de trabajo
Como electrodos indicadores se han utilizado electrodos compósitos de
grafito-40% teflón, cuya preparación ha sido ya detallada.
Cuando se utiliza la célula de flujo de tipo “wall-jet”, se emplea como soporte
electródico un tubo hueco de teflón de 8 cm de longitud y 3.0 mm de diámetro
interno, por uno de cuyos extremos se introduce un tornillo de acero de punta plana
que permite el contacto eléctrico. Por el otro extremo se introduce pasta de carbono
comercial (Metrohm 6.2801.000) para facilitar el contacto eléctrico entre el material
compósito y el tornillo. Por último, se introduce a presión el disco de grafito-teflón..
Cuando se trabaja con la célula de flujo de tipo “thin-layer, se utiliza como
soporte electródico el electrodo hueco descrito en el apartado II. 1.1.1, acoplable a
la célula de flujo modelo MP-1305. La cavidad del electrodo se rellena parcialmente
con pasta de carbono comercial (Metrohm 6.280 1.000) y se introduce a presión el
disco de grafito-teflón de 3.0 mm de diámetro.
Los electrodos de grafito-teflón se pretrataron diariamente según se específica
en el apanado 11.3.3.2.
La célula de flujo de tipo ‘wall-jet” está equipada con un electrodo de
referencia de Ag/AgCl/KCl 3M Metrohm Modelo 6.0727.000 y un electrodo auxiliar
de oro Metrohm Modelo 6.0333.0 10.
En el caso de la célula de flujo de tipo “thin-layer”, el electrodo de referencia
es un electrodo de Ag/AgCI EG&G PARC Modelo P¡N 219054
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11.4.2.- REACTIVOS
Se han utilizado los mismos reactivos especificados en el apanado 11.2.2.
Como disolventes orgánicos se han empleado acetonitrilo y cloroformo (Panreac).
Las muestras analizadas han sido manzanas adquiridas en un mercado local.
11.4.3.- PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
11.4.3.1.- Preparación de disoluciones
- Disoluciones patrón de tiram, disr4firam y fenol: Se prepararon
semanalmente disolviendo las cantidades adecuadas de cada compuesto en 50 mL
de acetonitrilo para obtener una concentración final de 2500 mg 12’.
- Disolución patrón de ziram: Se prepara disolviendo la cantidad apropiada
de fungicida en 100 mL de acetonitrilo para obtener una concentración final de 750
mg 12’.
- Fase móvil: Se llevan 25 mL de disolución reguladora H2PO¿/HP04
2 0.2
mol 12’ de pH 7.4 a un matraz de 500 mL y se diluye con agua desionizada. Se
añade el volumen necesario de acetonitrilo puro para obtener la composición final
tampón fosfato 0.01 mol 12’ :acetonitrilo deseada y se enrasa con agua destilada. Una
vez preparada, se hace pasar a través de filtros de membrana de nylon de 0.45 jm
de diámetro de poro (Whatman).
- Disoluciones de trabajo: Se prepararon en un matraz aforado de 5 mL,
añadiendo las cantidades apropiadas de cada disolución patrón en acetonitrilo y de
acetonitrilo puro hasta el enrase.
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Las mezclas que contienen disulfiram, para las cuales es necesario medir el
tiempo transcurrido desde la mezcla hasta la inyección, se prepararon de la siguiente
forma: en un matraz aforado de 5 mL se enrasa con acetonitrilo y, con ayuda de una
micropipeta, se retira un volumen de acetonitrilo igual a la suma de los volúmenes
de cada disolución patrón de fungicida o fungicidas que van a ser añadidos al matraz
para formar la mezcla. A continuación, se añade la cantidad deseada de tiram y de
ziram, se agita la mezcla y se añade el volumen correspondiente de disulfiram,
tomando este instante como tiempo cero desde la preparación de la mezcla.
11.4.3.2.- Obtención de los cromatogramas
Se hace circular la fase móvil por el sistema cromatográfico descrito en el
apartado 11.4.1.1, aumentando la velocidad de flujo de forma progresiva hasta
obtener el valor de caudal previamente escogido, 2.0 mL miii’ (P: 1400 PSI). Se
aplica al electrodo indicador un potencial de ±1.0V vs. AgIAgCl y se espera el
tiempo necesario hasta obtener una corriente de fondo estable. Se inyecta entonces
una alícuota de 10 i.±Lde la disolución de trabajo y se registra el cromatograma
correspondiente.
11.4.3.3.- Determinación de tiram en muestras de manzanas contaminadas
Aproximadamente 50 g de manzanas troceadas, pesados con exactitud, se
introducen en un mezclador y se añaden 50 gL de una disolución patrón de 500 gg
mU’ de tiram y 125 mL de cloroformo. La mezcla se homogeneiza a 18500 rpm
durante 1 minuto y se transfiere a 6 tubos de centrífuga de 35 mL. Se lava vanas
veces el mezclador con pequeñas porciones de agua destilada, añadiendo las aguas
de lavado a los tubos. Después de centrifugar a 4000 rpm durante 10 minutos, se
filtra la fase orgánica a través de una placa filtrante de 10-16 gm de diámetro de
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poro (N0 4), se transfiere a un matraz de fondo redondo de 250 mL y se evapora el
disolvente hasta sequedad en el rotavapor a temperatura ambiente. El residuo se
disuelve en 4.5 mL de acetonitrilo con ayuda de agitación ultrasónica, se filtra a
través de una membrana de nylon de 0.2 pm de diámetro de poro (Lida) y se recoge
en un matraz de 5 mL, enrasando con acetonitrilo. Una alícuota de 10 h1. de esta
disolución se inyecta en la fase móvil (45:55 acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol
L4 de pH 7.4) y se registra el cromatograma correspondiente. La determinación de
tiram se lleva a cabo a partir de un calibrado, en el intervalo 5.0-25.0 gg mU’,
obtenido por adición de alícuotas de una disolución patrón del fungicida a una
muestra blanco de manzana (sin contaminar) sometida al tratamiento descrito
anteriormente.

III.- RESULTADOS Y DISCUSION
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IBA.- DETERMINACION VOLTAMPEROMETRICA DE TIRAM Y
DISULFIRAM CON UN ELECTRODO DE PASTA DE CARBONO
MODIFICADO CON FI?ALOCIANINA DE COBALTO
Como se ha indicado anteriormente, una de las áreas de utilidad analítica más
importante de los electrodos modificados químicamente es aquella en la que se
emplean mediadores de transferencia electrónica inmovilizados con el finde catalizar
reacciones electródicas lentas. Una de las formas más simples de modificar un
electrodo con este tipo de materiales con actividad catalítica es mezclándolo
íntimamente con pasta de carbono que constituye la propia matriz electródica. El
empleo de electrodos de pasta de carbono modificados ha sido revisado
recientemente por Kalcher [7,16]. Por otra parte, las fialocianinas metálicas son, sin
lugar a dudas, uno de los tipos de modificadores catalíticos inorgánicos más
utilizados, habiendo sido ampliamente empleados con fines analíticos por el grupo
de Baldwin [21-30] y por nuestro propio grupo [36,37], con electrodos de pasta de
carbono.
En este capitulo se exponen los resultados acerca del empleo de un electrodo
de pasta de carbono modificado con el mediador redox ifalocianina de cobalto
(CoPC) para llevar,a cabo la determinación voltamperométrica de los fungicidas
tetrametiltiurarndisulfi¡ro (dram) y tetraetiltiuramdisulfi¡ro (disulflram). Varios autores
han destacado la idoneidad de la ftalocianina de cobalto como mediador redox en
la determinación de compuestos de azufre [22,33,34] por lo que dicha fialocíanína
ha sido escogida para este trabajo. Además, se discute la posibilidad de emplear el
electrodo de pasta de carbono modificado con CoPC como electrodo indicador en
sistemas en flujo.
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HL1.1.- ELECCION DE LA F~ALOCIANINA METÁLICA COMO MEDIADOR
REDOX
A pesar de que se tienen evidencias de la eficacia de la ftalocianina de
cobalto como mediador redox para compuestos con azufte [22,33] se ha procedido,
en primer lugar, a verificar si esta ftalocianina metálica es la más apropiada como
mediador de transferencia electrónica para la determinación de tiram y disulfiram.
Para ello, se registraron voltamperogramas cíclicos de disoluciones de cada uno de
los fungicidas sobre electrodos de pasta de carbono modificados con las ifalociamnas
metálicas más usuales, de Co(II), de Ni(II) y de Fe(II), así como sobre el electrodo
sin modificar.
En las Figuras 4 y 5 se muestran los voltamperogramas obtenidos a pH 7.0
para el tiram (Figura 4) y para el disulfirain (Figura 5). En ambos casos puede
apreciarse una disminución de unos 100 mV en el sobrepotencial necesario para la
oxidación del fungicida si se emplea un electrodo modificado con un 2% de
fialocianina de cobalto en lugar del electrodo de pasta de carbono sin modificar. Se
consigue de esta manera una notable separación de las corrientes de oxidación del
tiram y del disulftram del límite anódico de electroactividad, aspecto éste
particularmente interesante en el caso de pretender realizar detección electroquímica
(amperométrica) de estos analitos en sistemas en flujo, por ejemplo después de una
separación cromatográfica. Además, la intensidad de los picos obtenidos sobre el
electrodo modificado con CoPC es aproximadamente un 40% mayor (en términos
de relación señal/fondo) que la obtenida con el electrodo de pasta de carbono. Puede
observarse asimismo en ambos casos cómo en el barrido inverso no aparece ningún
pico de reducción en las condiciones empleadas, lo que es indicativo de la no
reversibilidad electroquímica del proceso de oxidación de estos fungicidas.
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Figura 4
Volta¡npewgramas cíclicos de tiram 1.OxiO~ mol L’ sobm un electrodo de pasta de entono
modificado con un 2% de (talocianina de: (—) Co(TI), ( ) Ni(li), (- - - -) Fe(H), ( )
electrodo de pasta de carbono sin modificarn Britton-Robinson 0.1 mol L’, pH 7.0, 2%
inetanol; v 50 mV s’.
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Figura 5
Voltampemgmnas cíclicos de disulfiram i.0u105 ¡¡ml 12’ sobie un electrodo de pasta de
carbono modificado con un 2% de ftalocianina de (—) Co(fl), ( ) Ni(H), (- - - -) Fe(li),
( ) electrodo de pasta de carbono sin modificar. Buitton-Rob¡nson 0.1 mol 12’, pH 7.0, 2%
metanol; v 50 mV st
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También puede observarse en las Figuras 4y 5 como la fialocianina de níquel
muestra asimismo un efecto catalítico, aunque menos pronunciado que el obtenido
con el electrodo modificado con CoPC, mientras que la fialocianina de hierro no
presenta ventaja alguna en su respuesta voltamperométrica para ambos fungicidas.
A la vista de estos resultados se ha elegido la flalocianina de cobalto como
mediador de transferencia electrónica tanto para llevar a cabo la determinación de
tiram como de disulfiram.
HL1.2.- COMPORTAMIENTO VOLTAMIPEROMETRICO Y OPTIMIZACION
DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES MEDIANTE
VOLTAMPEROMETRIA DIFERENCIAL DE IMPULSOS
La optimización de las distintas condiciones de trabajo que afectan a la
respuesta voltamperométrica del tíramy del disulfiram sobre el electrodo modificado
se ha realizado mediante voltamperometría diferencial de impulsos dadas las mejores
características de esta técnica, empleando en todos los casos una amplitud del
impulso de 50 mV y una velocidad de barrido de potencial de 10 mV s’.
111.1.2.1.- Influencia de la pmpo¡tión de modificador
La cantidad de CoPC mezclada con la pasta de carbono se ha optimizado
tanto para el tiram como para el disulfiram en tres medios Britton-Robinson 0.1 M
de diferente pH: 4.0, 7.0 y 10.0. En el caso del tiram, no se obtuvo ninguna
respuesta en oxidación a pH 10.0, mientras que en las Tablas VIII y IX se recogen
los resultados obtenidos para una disolución l.Ox1O5 mol L’ de fungicida a pH 7.0
y 4.0, respectivamente, cuando el porcentaje de CoPC en la pasta de carbono se
varió entre un 0% y un 7% en peso.
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Tabla VIII
Influencia de ¡a proporción de CoFC en la posta de carbono sobre la señal de oxidación de
1. Oxí ti’molL’ de tirwn mediantevoltamperometria d4ferencial de impulsos. Britton-Robinson
0.1 mo! L’, pH 7.0, 2% metanoL Ab>’ 50 mi-’; v 10 mV st
% CoPC i, (líA) E~ (V)
0 0.27 0.752
0.5 0.39 0.706
1 0.41 0.695
2 0.48 0.695
4 0.56 0.700
5 0.52 0.701
7 0.44 0.684
Tabia JX
Influencia de la proporción de CoPC en la posta de carbono sobre la señal de oxidación de
1. Ox)ff’molL’ de tirwn mediante vollwnperometrla djferencial de impulsos. Br¡tton-Robinson
0.1 mo! Lt pH4.0, 2% metanoL 4E 50 mv; v~ it) mv st
% CoPC i, (1.tA) E~ (V)
0 0.24 0.788
0.5 0.42 0.746
1 0.44 0.731
2 0.47 0.722
4 0.53 0.724
5 0.45 0.725
7 0.43 0.719
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En las Figuras 6 y 7 se muestran algunos de los voltamperogramas
registrados a pH 7.0 sobre electrodos modificados con diferentes proporciones de
CoPC en presencia (Figura 6) y en ausencia (Figura 7) de tiram. El pico que aparece
a aproximadamente 0.7 V en ausencia de tiram se atribuye a la oxidación del Co(JI)
a Co(III) en la fialocianina, puesto que aumenta al aumentar la proporción de CoPC
en la pasta de carbono y no aparece sobre el electrodo sin modificar. Por otro lado,
el aumento exponencial de la corriente que se observa al final del barrido sobre los
electrodos modificados, y que no se produce sobre el electrodo sin modificar, se
debe a la existencia de un pico a aproximadamente 1.2 V que puede ser asignado a
oxidaciones en el anillo de fialocianina (ventana de la Figura 7).
El pico de oxidación del tiram sobre los electrodos modificados aparece en
la misma zona de potencial que el pico correspondiente a la oxidación de Co(Il) a
Co(III) en la fialocianina, como era de esperar por tratarse de un proceso de
transferencia de carga a través de un mediador redox.
Teniendo en cuenta esta circunstancia, el valor de la intensidad de pico para
la oxidación del tiram que aparece en las Tablas VIII y IX se ha medido restando
al valor de la intensidad total al potencial de pico, el valor de la corriente de fondo
a ese mismo potencial.
Como puede observarse a partir de los datos de la Tabla VIII y la Figura 6,
el pico de oxidación del tiram obtenido sobre un electrodo de pasta de carbono
modificado, se desplaza unos 50 mV respecto al pico obtenido sobre el electrodo sin
modificar. Además, la intensidad de pico aumenta con el contenido de fialocianina
en la pasta hasta una proporción del 4%, disminuyendo ligeramente para
proporciones superiores, mientras que el potencial de pico se mantiene prácticamente
constante.
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F¡gum 6
Influencia de la proponlón de CoPC en la pasta de carbono sobre la señal de oxidación de
1.0x10~ mol L’ de Unen, mediante voltamperometría diferencial de impulsos. Bñtton-
Robinson 0.1 mol L4, pH 7.0; AE = 50 mV; v= 10 mV st 2% ¡netanol. ( — ) 0%, ( — )
204(—)4V% <— )7%deCoPC.
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Figun 7
Voltamperogriunas, en DPV, de Bñtton-Robinson 0.1 mcl U’, pH 7.0, 2% nietanol, obtenidos
con electmdos de pasta de carbono modificados con: ( — ) 0%, ( — ) 2<>/o, ( — ) 4~4
(— ) 7%de CoPC; AE= 50 mV; v= 10 mV.
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Tabla X
Influencia de ¡a proporción de CoFC en la posta de carbono sobre la señal de oxidación de
1. Oxl(r’ mo! 12 de disulflrwn mediante vo¡twnperometría d4ferenc¡al de impulsos. Brilton-
Robinson 0.1 mo! JI’, pH 7.0, 2% metanoL Ab>’ SO mV; v 10 mV st
%CoPC it, (1.¡A) it, «¡A) E,, (V) E~ (V)
(Primer pico) (Segundo pico) (Primer pico) (Segundo pico)
o 0.67 - 0.784
0.5 - 0.50 - 0.790
1 0.56 0.47 0.718 0.816
2 0.68 0.44 0.714 0.807
4 0.67 0.44 0.712 0.812
5 0.69 0.50 0.712 0.811
7 0.68 0.48 0.7 14 0.8 12
Tabla XI
Influencia de la proporción de CoFC en la pasta de carbono sobre la señal de oxidación de
1.Oxl(T’ mo! 12 de disulflram mediante volttmsperometuía dÉferencial de impulsos. hilton
Robinson 0.1 mo! U’, pH4.0, 2% metanoL AP>’ 50 mV; v= 10 mV st
% CoPC it, «¡A) E,, (V)
0 0.64 0.758
0.5 0.70 0.730
1 0.73 0.733
2 0.75 0.737
4 0.76 0.739
5 0.76 0.739
7 0.74 0.742
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Puesto que la seffal de oxidación del disulfiram aparece también en la zona
de potenciales en que se produce la oxidación de Co(II) a Co(III) en la flalocianina,
la intensidad de pico se ha medido respecto al fondo, al igual que en el caso del
tiram. Se produce, por tanto, un desplazamiento de la señal de oxidación del
disulfiram hacia potenciales menos positivos. Sin embargo, el valor de la intensidad
de pico es prácticamente igual sobre el electrodo no modificado y sobre el electrodo
modificado con un 2% o más de CoPC.
En medio Britton-Robinson de pH 4.0 aparece un único pico de oxidación
en todos los casos. El potencial de pico se desplaza sólo ligeramente con la
modificación del electrodo y tampoco es muy marcado el aumento en la intensidad
de pico que tiene lugar al aumentar la proporción de CoPC en la pasta. Para
proporciones de CoPC superiores al 2% no se observa variación alguna en la
intensidad o el potencial de pico.
o.’
CI
~ ¡iA
0.4
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Figum 11
Influencia de la proporción de flalocianina de cobalto en la posta de carbono sobre la
intensidad de pico de los voltamperogramas, en DPI” de 1. Oxí tP mol U’ de: (e) dram a pH
7.0, (.) tirain a pH 4.0, (A) disuifiram a pH 7.0, (.) disulfiram a pH 4.0. Britton-Robinson
0.1 mo! U’, 2% metano!; AE= 50 mi’; v 10 mV 0.
0.2
0 2 4
CcPC, E
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Finalmente, a pH 10.0 no se observa ninguna diferenciaentre la respuesta con
el electrodo modificado y sin modificar.
Todos estos resultados se han resumido en la Figura 11, lo que nos ha
conducido a escoger un contenido de CoPC en la pasta de carbono del 4% en el caso
del tiram y del 2% en el caso del disulfirani, para llevar a cabo todas las
experiencias subsiguientes.
111.1.2.2- Efecto del pH
Se ha estudiado la influencia del pH sobre los valores del potencial de pico
y de la intensidad de pico para disoluciones 1 .0x105 mol 12’ de tiram y de
disulfirain en medio Britton-Robinson 0.1 mol L’ con un porcentaje de metanol del
2%. Los valores de pH que se dan a continuación corresponden a valores reales
medidos en la disolución de trabajo; los valores de intensidad de pico han sido
medidos de base a base, y la anchura de pico se ha calculado a la mitad de esta
altura.
En el caso del tiram, se obtienen uno o dos picos de oxidación dependiendo
del pH (Figura 12), aunque parece lógico pensar que existen dos picos en todo el
intervalo estudiado que se superponen para algunos valores de pH. Por este motivo,
la anchura de pico se ha tenido también en cuenta para elegir el valor de pH más
apropiado. Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla XII y se representan en
la Figura 13. El potencial de pico disminuye linealmente (r= 0.998 y pendiente -
0.014 V) en todo el intervalo de pH estudiado. La intensidad de pico aumenta al
disminuir la acidez del medio hasta pH 6. Para valores de pH superiores, la
intensidad permanece constante pero a pH 9 disminuye bruscamente, y el pico
desaparece prácticamente para valores de pH mayores. Por otro lado, el valor
máximo para la relación i~/W
112, donde i, corresponde al pico menos positivo bien
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desarrollado y W,,2 es la anchura de este pico a mitad de su altura en el caso de
aparecer dos picos, se obtiene a pH 8.0. Teniendo en cuenta estos resultados, y con
el fin de obtener la mayor sensibilidad y sencillez, se escogió como medio de trabajo
para las experiencias subsiguientes una disolución reguladora constituida por
HBO2/BO; 0.1 mol 12 de pH 8.0.
Figura 12
Volta¡npewgramas, en DPV, de 1.OxIO~
5 mol L~1 de dram sobre un electrodo de pasta de
carbono modificado con un 4%de CoPC a diferentes valores de pH; Br¡tton-Robinson 0.1 mol
12’, 2% metanol, AE= 50 mV 0, v= 10 mV st
I 0.5 pA
0.3 0.6
E, Y
0.9 1.2
0.8
I~. ¡¿A
0.6 -
0.4
0.2
0.6
E, y
- 0.7
• • - 0.8
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
PH
Figura 13
Influencia del pH sobre la i,, y el El,, en DPV, de 1.Ox1O~5 niol U’ de dram sobre un electmdo
de pasta de carbono modificado con CoPC; Bñtton-Robinson 0.1 mol U’, 2% metanol; AE~
50 mV; v= 10 mV st (U) E~, (@) ir
Tabla XII
Influencia del pHsobre la señal de oxidación, en DPV, de 1. Ox) O~ mo! U’ de tirwn sobre un
electrodo de pasta de carbono modjlicado con un 4% de CoPC. Britton-Robinson 0.1 mo! U’,
2% metano!; AP>’ 50 mi’, v 10 mV st
pH V y~A W
1,2, V AV~’
1.6 0.750 0.42 0.179 2.33
2.2 0.742 0.44 0.175 2.51
3.1 0.730 0.55 0.226 2.43
4.1 0.716 0.59 0.167 3.53
5.1 0.702 0.64 0.142 4.51
6.2 0.688 0.66 0.133 4.96
7.1 0.670 0.67 0.122 5.49
8.1 0.660 0.67 0.113 5.93
9.0 0.652 0.42 0.233 1.80
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Por lo que respecta al disulfiram, los resultados de este estudio se recogen
en la Tabla XIII y se muestran en las Figuras 14 y 15. En medio ácido, el disulfiram
presenta un único pico de oxidación, mientras que a partir de pH 6.0 aparecen dos
picos (Figura 14).
Figura 14
Voltnmpemgmmas, en DPV, de iAxW5 mal U’ de disulfinun sobre un electmdo de pasta de
carbono modificado con un 2% de CoPC a diferentes valores de pH; Buitton-Robinson 0.1 mol
12’, 2% metanol, AE= 50 mV st v 10 mV s~.
]jo.s pA
0.3 0.6 0.9 1.2
E, Y
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El potencial del primer pico de oxidación, que es también e] más intenso
hasta pH 8.1, disminuye lineaihnente (rz0.998 y pendiente -0.011 V) al aumentar el
pH. La intensidad de pico aumenta linealmente desde pH 2.3 hasta pH 6.2 y
disminuye bruscamente al seguir aumentando el pH del medio, al mismo tiempo que
crece el pico que se desarrolla a potenciales más positivos. De esta manera, a pH
10.1 se observa solamente este segundo pico; sin embargo, a pH 11.0 no se obtiene
ya ninguna señal de oxidación para el disulfiram. También en este caso se ha tenido
en cuenta la anchura de pico en los medios donde sólo se observa un pico de
oxidación, es decir, desde pH 1.6 hasta pH 6.2. La relación i,,/W,,2 es máxima en el
medio de pH 6.2. Con objeto de conseguir la mayor sensibilidad y simplicidad, se
ha escogido una disolución reguladora constituida por H2PO41HPO4
2~ 0.1 mol L~’
para llevar a cabo los estudios subsiguientes.
1.0 0.84
I~, ¡¡A ‘ E, V
0.B-
- 0.78
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Figura 15
Influencia del pH sobre la i,, y el en DPV, de 1.0x105 mol L’ de disuifinm sobre un
electmdo de pasta de carbono modificado con CoPC; Britton-Robinson 0.1 mol 12’, 2%
metanol; AE= 50 mV; v 10 mV st (U) E,,,, (e) i~,
1, (O) E.~, (O) i.,~.
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Tabla XIII
Influencia del pHsobre ¡a señal de oxidación, en DPV de 1.0x110 mo! U’ de disulflram sobre
un electrodo de posta de carbono mod4ficado con un 2% de CoPC Brilton-Robinson 0.1 mo!
U’, 2% metano!; AE= 50 mi’, v 10 mi’ s’.
111.1.3.- CARACTERISTICAS DE LOS PROCESOS DE OXIDACION
Como se ha visto, tanto para el tiram como para el disulfiram se produce un
aumento considerable de la intensidad de pico y un desplazamiento del potencial de
pico hacia valores menos positivos cuando se emplea el electrodo de pasta de
carbono modificado con CoPC en comparación con el electrodo de pasta de carbono
sin modificar (Figuras 4 y 5). Además, el pico de oxidación que aparece para ambos
fimgicidas sobre el electrodo modificado con CoPC, se desarrolla en la zona de
potenciales en que se produce la oxidación de Co(II) a Co(III) en la ftalocianina
(Figuras 6, 7 y 9). Estos resultados sugieren la existencia de un proceso catalítico
de oxidación de tiram o disulfiram que puede esquematizarse como sigue:
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E Co(II) - ¿ . Co(III)
C Co(III) + Z —> Co(II) + Z(ox)
Así, el Co(IlI) formado como resultado de la oxidación electroquímica del
Co(II) en la ftalocianina, produce la oxidación química del fungicida (Z), en un
proceso redox en el que a su vez se regenera la forma reducida del catalizador
(Co(II)). Este mecanismo ha sido propuesto para la oxidación de diversos
compuestos orgánicos sobre electrodos modificados con CoPC cuando dicha
oxidación se produce en la zona de paso de Co(II) a Co(III) en la fialocíanína
[46,47]. En otros casos, parece ser el par Co(II)/Co(I) el que está implicado en el
proceso catalítico puesto que la seflal de oxidación aparece a potenciales mucho
menos positivos [167,168].
Con objeto de investigar más profundamente los procesos electródicos, se ha
llevado a cabo un estudio sobre el efecto de la velocidad de barrido de potencial
sobre la respuesta electroquímica de los fungicidas mediante voltaniperometría de
barrido lineal (LSV), con el electrodo modificado de pasta de carbono.
En el caso del tiram, los datos experimentales obtenidos con una disolución
1 Ox 1 0~ mol L’ se recogen en la Tabla XIV. La representación de la función de
corriente ijCv”2 ftente al logaritmo de y disminuye fuertemente al aumentar y para
velocidades de barrido superiores a 150 mV 51 (Figura 16), lo que resulta
característico de un proceso catalítico [169]. Además, el potencial de pico se
desplaza hacia valores más positivos al aumentar la velocidad de barrido, hecho que
coincide con lo esperado para un mecanismo del tipo EC [170].
En el caso del disulfiram, los resultados experimentales se recogen en la
Tabla XV. También en este caso, la función de corriente disminuye al aumentar la
velocidad de barrido para velocidades superiores a 80 mV s’ (Figura 17) , mientras
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que el potencial se desplaza hacia valores más positivos. Estos resultados concuerdan
con el mecanismo propuesto para ambos fungicidas.
Tabla X1V
Influencia de ¡a velocidad de barrido de potencial, en LSV, sobre ¡a señal de oxidación de
tirwn i.0x105 mol L’ sobre un electwdo de pasta de carbono modificado con un 4% deCoPC. RB0
2/BO; 0.1 inol U’, pH 8.0, 2% nietanol.
m
mVs
4 íogv i,,,gA login E,,, V A moL’ mL mV”2 5112
-0.59
-0.42
-0.24
-0.08
-0.03
0.11
0.17
0.27
0.30
0.34
0.47
0.58
0.708
0.714
0.729
0.740
0.751
0.746
0.746
0.767
0.762
0.770
0.772
0.788
5
10
20
40
60
80
100
150
200
250
500
1000
0.70
1.00
1.30
1.60
1.78
1.90
2.00
2.18
2.30
2.40
2.70
3.00
0.25
0.38
0.58
0.84
1.07
1.28
1.49
1.85
1.99
2.20
2.96
3.83
11.2
12.0
12.9
13.2
13.8
14.3
14.9
15.1
14.1
13.9
13.2
12.1
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Figura 16
Variación de la función de coMente, iICv’~, con iog y, mediante LSV, empleando un
electmdo de pasta de carbono modificado con un 4% de ftalocianina de cobalto. 1.0x105 mol
U’ de uiram; HBOJBO
2 0.1 mol U’, pH 8.0, 2% metanol.
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Figura 17
Variación de la función de coniente, i~/Cv’~, con log y, mediante ISV, empleando un
electmdo de pasta de carbono modificado con un 2% de ftalocianina de cobalto. 1.OxItY
5 mal
U’ de disulfimm; H
2PO¿/11P04
2 0.1 niol U’, pH 6.0, 2% metanol.
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Tabla XV
Influencia de la velocidad de barrido de potencial, en MV, sobre la señal de oxidación de
disulfiram 1.Oxl(f’ mol U’ sobre un electrodo de posta de carbono mod4ficado con un 2% de
CoPC H>PO<¿/HP04
2 0.1 mo! U’ pH 6.0, 2% metanot
mV ~ log y 1r jiA Iog i, E~, V A maL’ mLmV’~ s”~
5
10
20
30
40
50
60
80
100
150
200
250
500
0.70
1.00
1.30
1.48
1.60
1.70
1.78
1.90
2.00
2.18
2.30
2.40
2.70
0.20
0.28
0.47
0.64
0.76
0.84
0.86
0.95
1.03
1.21
1.34
1.49
1.61
-0.70
-0.55
-0.33
-0.19
-0.12
-0.08
-0.06
-0.02
0.02
0.08
0.13
0.17
0.21
0.730
0.748
0.754
0.75 8
0.764
0.770
0.794
0.784
0.784
0.798
0.802
0.806
0.830
8.6
8.9
10.4
11.7
12.0
11.9
11.1
10.6
10.3
9.9
9.5
9.4
7.2
Por otra parte, la representación del logaritmo de la intensidad de pico
ftente al logaritmo de la velocidad de barrido es lineal entre 5 y 100 mV s’ en el
caso del tiram (Figura 18) y entre 5 y 60 mV &‘ en el caso del disulfiram (Figura
19), siendo los valores de las pendientes 0.57 y 0.66 respectivamente, lo que sugiere
que inicialmente los procesos están controlados por difusión. Para velocidades
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superiores a los valores indicados, se produce, más que una desviación de la
linealidad, un cambio en las pendientes, que pasan a ser 0.40 en el caso del tiram
y 0.36 para el disulfiram, que podría corresponder a un control por otro tipo de
difusión. De hecho, algunos autores sugieren que la superficie del electrodo de pasta
de carbono está recubierta por una fina pelicula de aglutinante [16] a través de la
cual el analito tiene que difimdir para alcanzar la superficie del electrodo. Es decir,
el analito debe difundir a través de dos capas de difusión de diferente naturaleza y
espesor [18], lo que complicarla el control por difusión de la corriente a velocidades
de barrido relativamente elevadas.
0.3 - ________________________________________
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Figura 18
Variación de log i~, con log y, mediante LSV, empleando un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 4% de ftalocianina de cobalto. 1.0x105 mcl L-’ de tiram; HBO2/BO; 0.1
mol U’, pH 8.0, 2% metanol.
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Figura 19
Variación de log i,, con log y, mediante LSV, empleando un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 2% de ftalocianina de cobalto. i.Oxi0~ mol U’ de disulfinm; H2P04
¡JIPO4 0.1 mol U’, pH 6.0, 2% metanol.
1111.4.- ADSORCION DE LOS FUNGICIDAS SOBRE EL ELECTRODO DE
PASTA DE CARBONO MODIFICADO
Como se ha señalado en el Apartado de Introducción, la presencia del
aglutinante en la pasta de carbono puede dar lugar a la preconcentración de ciertos
analitos a circuito abierto sobre la superficie del electrodo, debido fundamentalmente
a fenómenos de extracción [18,19], aunque también pueden darse procesos de
adsorción sobre las partículas de grafito [17]. Este efecto puede aprovecharse con
fines analíticos si se controla con precisión el proceso de transporte de masa
(temperatura y agitación constantes), por lo que se investigó la posibilidad de
preconcentrar tiram y disulfiram sobre la superficie del electrodo de pasta de carbono
modificado, con objeto de mejorar las características analíticas de la determinación.
Para ello, se registraron en primer lugar los voltamperogranias cíclicos de una
disolución 1.0x10
5 mol L~’ de tiram sin ningún tiempo de acumulación y aplicando
e
0.0 0.6 1.2 1.8 2.4 3.0
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un período de acumulación a circuito abierto de 300 segundos, tanto sobre el
electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC (Figura 20) como
sobre el electrodo de pasta de carbono sin modificar (Figura 21).
Sobre el electrodo modificado con fialocianina se observa claramente un
aumento en la intensidad de pico, así como un pequeño desplazamiento del potencial
de pico hacia valores más positivos al aplicar el periodo de acumulación. Sin
embargo, sobre el electrodo de pasta de carbono sin modificar el aumento en la
intensidad de pico es menos marcado, aunque la señal se desplaza también hacia
potenciales más positivos.
4.0
¡, ¡¡A
3.0
2.0
1.0
0.0
1.2
E. Y
Figura 20
Voltainperogranias cíclicos de dram 1.0x105 mol L-’ sobre un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 4% de CoPC; HBO
2/B02 0.1 mnol 12’, pH 8.0, 2% metanol. ( ) sin
acumulación, (—) con un periodo de acumulación de 300 segundos; ( ) voltampengrmna
del fondo con un periodo de acumulación, a ciftuito abierto, de 300 segundos; v 50 mV st
0.3 0.8 0.0
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Figura 21
Voltamperogranias cíclicos de dram 1.0x105 mol L’ sobre un electrodo de pasta de carbono
sin mod¡fica~ HBO
2/B02 0.1 mol U’, pH LO, 2% metmnol. < ) sin acumulación, (—) con
un periodo de acumulación de 300 segundos; ( ) voltamperograma del fondo con un periodo
de acumulación, a circuito abierto, de 300 segundos; v 50 mV st
En el caso del disulflram, se aprecia mucho más claramente la existencia de
fenómenos de adsorción sobre la superficie del electrodo. En la Figura 22 se
representan los voltamperogramas cíclicos obtenidos para disulfiram 1 .0x10
5 mol L’
de sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de CoPC. Cuando
se emplea un período de acumulación de 300 segundos, la intensidad de pico
aumenta considerablemente, desplazándose el potencial de pico hacia valores más
positivos. Este mismo efecto puede observarse cuando se emplea el electrodo de
pasta de carbono sin modificar (Figura 23), lo que pone de manifiesto que el proceso
de acumulación es mucho más acusado en el caso del disulfiram.
Este efecto puede explicarse teniendo en cuenta que el disulfiram es bastante
más apolar, más hidrofóbico, que el tiram. En general, las diferencias en la
0.6 0.6
E. Y
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capacidad de acumulación de los compuestos orgánicos sobre la superficie de los
electrodos de pasta de carbono se atribuyen a las diferencias en el carácter
hidrofóbico de dichos compuestos, puesto que en el proceso de preconcentración está
implicada la afinidad de los analitos por el aglutinante de la pasta de carbono [17-
19].
Una vez verificada la posibilidad de preconcentrar ambos fungicidas sobre
el electrodo modificado, puede aprovecharse con fines analíticos. Combinando los
efectos de preconcentración y electrocatálisis en un mismo electrodo y empleando
una rampa de potencial que permita obtener una elevada sensibilidad, como es la
voltamperometría diferencial de impulsos, puede esperarse una mejora sustancial de
las características analíticas, en términos de sensibilidad, de los métodos
desarrollados para la determinación de tiram y disulfiram.
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Figura 22
Voltamperogramas cíclicos de disulfiram 1.OxlO~ mol L’ sobre un electndo de pasta de
carbono modificado con un 2% de CoPC; 112F0;/IWOQ- 0.1 mol Lt pI! 6.0, 2% metanol.( ) sin acumulación, (—) con un periodo de acumulación de 300 segundos; ( )
voltamperograma del fondo con un período de acumulación, a circuito abierto, de 300
segundos; v 50 mV st
E. Y
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Figura 23
Voltampen>gramas cíclicos de disulfimm i.o~i0~ mol L4 sobre un electmdo de pasta de
carbono sin modificaq 11
2P0¿/HP04
2 0.1 mol 12’, pH 6.0, 2% metanol. ( ) sin
acumulación, (—) con un período de acumulación de 300 segundos; ( ) voltamperograma
del fondo con un período de acumulación, a circuito abierto, de 300 segundos; v~ 50 mV si.
111.1.4.1.- Comportamiento voltampemmétiico mediante diferencial de
impulsos
El estudio sistemático de las distintas variables experimentales que afectan
a la respuesta voltamperométrica se ha llevado a cabo empleando la técnica
diferencial de impulsos, con objeto de establecer las condiciones óptimas para el
trabajo analítico.
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HLL.4.1.1.- Efecto del tiempo de acumulación
La dependencia de la corriente de pico con el peñado de acumulación a
circuito abierto se ha estudiado para ambos fungicidas a dos niveles de
concentración, dado que para poder determinar concentraciones más bajas es
necesario aumentar el tiempo de preconcentración, mientras que para concentraciones
más elevadas se alcanza antes la saturación del electrodo.
Los resultados obtenidos para el tiram se recogen en las Tablas XVI y XVII
y se representan en la Figura 24. Para una concentración de tiram de 1 .0x10’ mol
L’, la corriente de pico aumenta con el tiempo de acumulación hasta los 60
segundos, manteniéndose prácticamente constante para tiempos más largos, lo que
indica la saturación del electrodo. Para una concentración de l.0x106 mal L’ de
tiram, se observa linealidad hasta los 90 segundos, y la corriente de pico se hace
prácticamente constante después de 150 segundos.
Por consiguiente, los períodos de acumulación que se han escogido para
estudios posteriores han sido de 90 y iSO segundos, para el nivel superior e inferior
de concentración ensayado, respectivamente.
En el caso del disulfiram, la corriente de pico aumenta con el tiempo de
acumulación hasta los 300 segundos, manteniéndose constante para tiempos
superiores, para los dos niveles de concentración ensayados (Tablas XVIII, XIX y
Figura 25). Se ha escogido, por tanto, un tiempo de acumulación de 300 segundos
para ambos niveles de concentracion.
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Tabla XVI
Influencia del tiempo de acumulación a circuito abieno sobre la intensidad del pico de
oxidación de tiran, 1.0 xl(f5 nwl U’, en DPV, sobre un electrodo de pasta de cm-bono
mod4ficado con un 4% de CoPC; ifilO/BO; 0.1 mo! U’,pH8.0, 2% metano!; v= 10 mi’ s~’,
4E 50 mi’.
t, segundos i~, ¡lA
0 0.66
30 1.10
60 0.95
90 1.45
120 1.45
150 1.14
300 1.08
Tabla XVII
Influencia del tiempo de acumuiadón a circuito alileno sobre la intensidad del pico de
oxidación de tiram 1.0 x11t6 mo! U’, en DPV, sobre un electrodo de posta de carbono
mod4ficado con un 4% de CoPq lIBO/RO; 0.1 mo!U’,pH 8.0, 2% metano!; v= 10 mi’ s~,
4E 50 mV.
t, segundos i~» jiA
0 0.10
30 0.14
60 0.17
90 0.22
120 0.23
150 0.24
180 0.25
210 0.25
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Figura 24
Influencia del tiempo de acumulación sobre la ¡~, de tiram: (.) 1.0x105 ¡nol 12’ y de (u)1.0x104 mol U’, en DPV, sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con CoPC;
HB0
21B02 0.1 mol U’, 2% metanol; AE= 50 mV; y 10 mV st
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Figura 25
Influencia del tiempo de acumulación sobre la i,, de disulfiram: (u) 1.0x10
5 mal U’ y de (u)
1.0110.6 mol 121, en DPV, sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con CoPC;
H
2PO$/H1P041 0.1 mal 12’, 2% metanol; Al» 50 mV; v= 10 mV s’.
a— e
0 120 240 380 480 800
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Tabla XVIII
Influencia del tiempo de acwmdación a circuito objeto sobre la intensidad del pico de
oxidación de disulflrwn 1.0 xl O~ mo! L’, en DPV, sobre un electrodo de posta de carbono
mod4ficado con un 2% de CoPC; H2PO¿/RPOf 0.1 mol L’, pH 6.0, 2% metanol; v 10 mV
st AE= 50 mV.
t, segundos i,, ixA t, segundos i,, iiA
0 0.64 240 2.80
30 1.10 300 2.92
60 1.49 360 3.21
90 1.97 420 3.11
120 2.28 480 2.94
180 2.54 600 3.58
Tabla XIX
Influencia del tiempo de acunudación a circuito abieno sobre la intensidad del pico de
oxidación de disulfiramn 1.0 xlCr6 mo! L’, en DPV, sobre un electrodo de posta de carbonomodificado con un 2% de CoPC; H
2PO/HPOt 0.1 mo! L
4, pH 6.0, 2% metano!; v 10 mV
54~ LIE 50 mV.
t, segundos i,, ¡iA
0 0.11
60 0.20
120 0.31
180 0.40
240 0.46
300 0.56
360 0.58
480 0.56
600 0.53
102 Resultados y Discusión
IIIL1.4.1.2.- Efecto del pH
La influencia del pH sobre el potencial de pico y la intensidad de pico,
cuando se emplea preconcentración de los fimgicidas, se ha examinado para una
concentración de tiram 1.0x105 mol 121, utilizando un electrodo modificado con un
4% de CoPC y un periodo de acumulación de 90 s a circuito abierto, en medio
regulador Britton-Robinson 0.1 mol L’ con un 2% de metanol, cubriendo el
intervalo de pH desde 1.5 hasta 10.0.
Figura 26
Voltampewgranas, en DPV, de finim i.o~io~ mol U’ sobft un electndo de pasta de carbono
modificado con un 4% de CoPC a dife¡tntes valotts de PH; Britton-Rob¡nson 0.1 ¡¡ml L’, 2%
¡¡¡etanol; tiempo de acunmlación: 90 segundos a ci¡tu¡to abierto, AE= 50 mV st v= 10 mV
—15.
I 0.5 pA
pH 9.1
ea o.¿ o.a ej te
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Como puede observarse en la Figura 26, aparece un único pico de oxidación
en medio ácido y neutro, que además no muestra indicios de ser el resultado de la
superposición de dos picos, como ocurría cuando no se empleaba ningún período de
acumulación (Figura 12). En medio ligeramente básico sí se aprecia la presencia de
dos picos de oxidación en ambos casos. Los resultados obtenidos se recogen en la
Tabla XX y se han representado en la Figura 27.
Tabla XX
Influencia del pH sobre la señal de oxidación, en DPV, de tirwn 1. Oxí tP mol L~’ sobre un
electrodo de pasta de carbono mod~flcado con un 4% de CoPC Britton-Robinson 0.1 mo! L~’,
2% metano!; tiempo de acwnu¡ación 90 segundos a circuito abierta AE= 50 mV, v= 10 mV
—15.
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Figura 27
Influencia del pH sobre i~, y E~, en DPV, de linni 1.0x105 mol L’ sobre un electwdo de pasta
de carbono modificado con CoPC; Britton-Robinson 0.1 ¡nol U’, 2% metanol; tiempo de
acumulación: 90 segundos a cirruito abierto; AE~ 50 mV; v 10 mV &‘. (U) E~, (@) 1r
El potencial de pico disminuye linealmente desde pH 2.1 hasta pH 9.1 (r=z
0.994 y pendiente -0.011 V). La intensidad de pico aumenta y la anchura disminuye
desde pH 1.5 hasta pH 8.1. Para valores de pH superiores a 9.1, la intensidad
disminuye, y por encima de pH 10.0 la señal de oxidación del tiram prácticamente
desaparece. La mayor intensidad de pico y la mejor relación i~IW1/2 se obtienen de
nuevo a pH 8.1, lo que confrnna la idoneidad del medio de trabajo escogido
anteriormente constituido por HBO
2/BO¿ 0.1 mol L’ de pH 8.0 para estudios
subsiguientes. A pesar de tratarse de un medio ligeramente alcalino, no se ha
observado degradación del fungicida con el tiempo, para los períodos usuales de
trabajo en el laboratorio, puesto que la señal analítica obtenida para una disolución
de tiram en este medio se mantiene constante al cabo de unas horas de trabajo.
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La influencia del pH sobre la señal de oxidación del disulf¡ram se ha
estudiado para una concentración de fungicida l.0x10~5 mol U’, utilizando un
electrodo modificado con un 2% de CoPC y un período de acumulación dc 300
segundos a circuito abierto, en medio Britton-Robinson 0.1 mol U’ con un 2% de
metanol. En la Figura 28 se muestran los voltainperogramas obtenidos en algunos
de los medios ensayados.
Figura 28
Voltiunpemgnunas, en DPV, de disulfimm t.OxtO~5 mal L4 sobre un electn>do de pasta de
carbono modificado con un 2% de CoPC a diferentes valores de pH; Britton-Robinson 0.1 mol
U’, 2% metanol; tiempo de acumulación: 300 segundos a ci,tuito abierto, AE~ 50 mV s’, v
10 mV
I 2 ¡¡A
pH ti
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Se puede observar la presencia de dos picos de oxidación prácticamente en
todo el intervalo de pH estudiado. El que aparece a potenciales más positivos está
muy poco desarrollado en medio ácido, pero a medida que el medio se hace más
alcalino crece considerablemente, mientras que el pico más interesante desde el
punto de vista analítico, ya que aparece en medio ácido a potenciales menos
positivos, va disminuyendo al aumentar la alcalinidad del medio y desaparece a pH
10.0. Un efecto similar se observaba sin emplear un período de acumulación (Figura
14). Los datos sobre la influencia del pH sobre el potencial, la intensidad y la
anchura de pico se recogen en la Tabla XXI y se representa en la Figura 29.
Tabla XXI
Influencia delpH sobre la señal de oxidación, en DPV, de disulflrwn 1. OxItK5 mo! L’ sobre
un electrodo de pasta de carborzo mod4ficado con un 2% de CoPC Brilton-Robinson 0.1 mo!
IV, 2% metano!; tiempo de acwnulación 300 s a circuito abierto. AE 50 mV, v= 10 mV ~‘.
pH E~
1,V
1Ñ,
1.¡A y ~p¡’~’I/2gA V’ E y p
2, JtA
1.5 0.784 1.80 0.111 16.2 - -
2.1 0.774 2.32 0.100 22.4 - -
3.1 0.764 2.79 0.104 26.8 0.958 -
4.1 0.764 3.16 0.103 30.7 0.938 -
5.1 0.758 3.47 0.098 35.4 0.880 -
6.2 0.738 3.70 0.093 39.8 0.853 -
7.2 0.726 3.57 0.108 33.0 0.832 1.32
8.1 0.724 2.87 - - 0.834 2.04
9.0 0.708 1.96 - - 0.820 3.03
10.0 - - - - 0.828 3.55
11.1 - - - - 0.822 2.69
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Figura 29
Influencia del pH sobre la i,, y el E,,, en DPV, de disulfiram 1.0x105 mol Ji’ sobre un
electwdo de pasta de carbono modificado con CoPC; Britton-Robinson 0.1 mol L’, 2%
metanol; tiempo de acumulación: 300 segundos a ciftuito abierto; AE= 50 mV; v= 10 mV s~’.
(U) En,, (e) i,,
1, (El) E~2, (O) ‘pr
El potencial de los dos picos de oxidación disminuye en todo el intervalo de
pH estudiado. La intensidad del primer pico aumenta y la anchura disminuye al
disminuir la acidez del medio hasta pH 6.2, valor al que se obtiene la mayor
intensidad y la mejor relación ¡1W,12. A partir de este valor de pH, la intensidad del
segundo pico comienza a crecer hasta pH 10.0, para volver a disminuir a partir de
pH 11.1. En medio Britton-Robinson de pH 11.9, no se observa ninguna seffal de
oxidación. También en el caso del disulfiram, el medio de trabajo constituido por
regulador fosfato 0.1 mol U’ de pH 6.0 que se había escogido anteriormente, sigue
siendo el más apropiado para la determinación de disulfiram tras su acumulación
sobre la superficie del electrodo.
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111.1.4.1.3.- Efecto del contenido en metanol de la disolución
analítica
Debido a la escasa solubilidad de los dos fungicidas estudiados en agua, las
disoluciones patrón se han preparado en metanol y, por tanto, las disoluciones de
trabajo contienen una pequeña cantidad de este alcohol. La influencia del porcentaje
de metanol en el medio de trabajo sobre la respuesta voltamperométrica en
diferencial de impulsos de disoluciones de 1.0x10~5 mol U’ de tiram y de disulfiram
con el electrodo de pasta de carbono modificado con CoPC se ensayó variando dicho
porcentaje entre el 0.4 y el 40% (y/y). Los resultados obtenidos están representados
en las Figuras 30 y 31. Puede observarse una fuerte disminución de la intensidad de
pico al aumentar la proporción de metanol hasta un 20% para ambos fungicidas.
Cuando se empleó un porcentaje del 40% de metanol, se obtuvo una elevada
corriente de fondo y ninguna señal asignable a la oxidación del tiram o del
disulfiraxn. Aunque la mayor intensidad de pico se obtuvo en ambos casos para el
mínimo porcentaje de metanol, con el fin de asegurar la solubilidad del fungicida en
el medio de trabajo, se ha escogido una proporción del 2% de metanol para estudios
posteriores tanto para el tiram como para el disulfiram.
111.1.4.1.4.- Conclusiones parciales
A modo de conclusión y con fines comparativos, en las Figuras 32 y 33 se
muestran los voltamperogramas obtenidos para una disolución 1.0x10~5 mol 12’ de
tiram, en diferencial de impulsos, sobre el electrodo de pasta de carbono sin
modificar y sobre el electrodo modificado con CoPC, a pH 8.0, sin realizar
preconcentración (Figura 32) y empleando un período de acumulación de 90
segundos (Figura 33). En las Figuras 34 y 35 se muestran los voltamperogramas
análogos obtenidos para una disolución 1.0x10~’ mol L’ de disulfiram a pH 6.0, sin
emplear preconcentración (Figura 34), y tras la aplicación de un período de
acumulación de 300 segundos (Figura 35).
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Figura 30
Influencia de la proporción de metanol sobre la intensidad del pico de oxidación, en DPV, de
dnm 1.0x10~ mol 12’ sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de
CoPC. RBO2/BO2~ 0.1 mol U’, pH 8.0; tiempo de acumulación: 90 segundos a circuito
abierto; AE 50 mV; v= 10 mV st
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Figura 31
Influencia de la proporción de nietanol sobre la intensidad del pico de oxidación, en DPV, de
d¡sulfirani i.OxiO~ ¡nol L’ sobre un elecindo de pasta de carbono modificado con un 2% de
CoPC. HyO;/P04
2 0.1 mnol 12’, pH 6.0; tiempo de acumulación: 300 segundos a circuito
abierto; AE 50 mV; v 10 mV st
1.2
I~ ¡¿A
1.0
e
e
e
e
0.8 -
0.8 -
0.4 -
0.2 -
0.0
o 20
a
e
e
e
e
4.0 -
I~. ¡¿A
3.0 -
2.0 -
1.0 -
0.0
o 20
110 Resultados y Discusión
1.5
1, ¡¡A
1.2 -
0.8 -
0.8 -
0.3 -
o
Figura 32
Voltunpengramas, en DPV, de dram i.OxiW5 mol U’ sin aplicar período de acumulación
sobre: (—) un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC, ( ) un
electrodo de pasta de carbono sin modifica; HBO
2/802- 0.1 mcl U’, pH 8.0, 2% metano!;
AESO mV, v= 10 mVs’.
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Voltanipemgnmas, en DPV, de dram i.O~io-~ ¡nol U’ tras la aplicación de un período de
acumulación de 90 segundos sobre: <—) un eiectndo de pasta de carbono modificado con
un 4% de CoPC, ( ) un electrodo de pasta de carbono sin modificar, ; IIBOJBOJ 0.1 ¡no!
U’, pH 8.0, 2% metano!; AE = 50 mV, v 10 mV s’.
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Figura 33
Pasta de carbono 111
1.2
1, ¡¿A
0.9
0.8
0.3
0.0
1.1
E. Y
Figura 34
Voltampengnumas, en DPV, de disulfiram 1.OxlO5 mol U’ sin emplear ningún período de
acumulación sobre: (—) un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de CoPC,
( ) un electndo de puta de carbono sin modifican H
2PO41HPO4
2~ 0.1 mol U’, pH 6.0, 2%
metanol; AE=50 mV, v 10 mV s’.
5.0
1, ¡¿A
4.0
3.0
2.0
1.0
0.0
Voltamperogramas, en DPV, de disulfiram 1.0x105 mol U’ tras la aplicación de un período
de acumulación de 300 segundos sobre: (—) un electrodo de pasta de carbono modificado
con un 2% de CoPC, ( ) un electrodo de pasta de carbono sin modifican H
2PO4/HPO4
2~
0.1 mol U’, PH 6.0, 2% metanol; AE = 50 mV, v 10 mV s’.
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Figura 35
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Se observa en todos los casos un desplazamiento del potencial de pico hacia
potenciales menos positivos y un aumento de la intensidad de pico cuando se trabaja
con el electrodo modificado con CoPC (línea continua) respecto al electrodo sin
modificar (línea discontinua) lo que, como ya se ha dicho, evidencia la existencia
de electrocatálisis. Cuando se emplea un período de acumulación (Figuras 33 y 35)
se observa un aumento considerable de la intensidad de pico (obsérvese las
diferentes escalas de corriente de las figuras con y sin preconcentración), así como
un estrechamiento de los mismos, típico de los procesos de adsorción, con respecto
a las señales obtenidas sin emplear preconcentración (Figuras 32 y 34).
Por otra parte, el aumento de corriente que se asocia al efecto catalítico
debido a la presencia de CoPC en el electrodo es mucho más acusado en el caso del
tiram (Figuras 32 y 33). Por el contrario, el incremento de la seffal que se produce
en el proceso de acumulación, es claramente más grande en el caso del disulfiram
(nótese la diferencia en la escala de intensidades existente entre las Figuras 34 y 35).
IIL1.4.2.- Efecto de la velocidad de barrido de potencial mediante
voltampemnietría de barrido lineal
Finalmente, se ha evaluado la influencia de la velocidad de barrido,
empleando la técnica LSV, sobre la corriente de pico y la función de corriente,
tanto para el tiram como para el disulfiram, tras su acumulación sobre el
electrodo de pasta de carbono modificado.
En el caso del tiraxn, se ha utilizado una concentración 1.0x105 mol L’ y un
período de acumulación de 90 s, recogiéndose en la Tabla XXII los resultados
obtenidos. En el caso del disulfiram, se ha empleado la misma concentración de
fungicida y un período de acumulación de 300 5; los resultados se recogen en la
Tabla XXIII.
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Tabla XXII
Influencia de la velocidad de herido de potencial, en LSV, sobre la señal de oxidación de
tiram i.0x104 mo! U’ sobre un electrodo de posta de carbono modificado con un 4% deCoPC Tiempo de acunudaciów 90s. HBO/BQ 0.1 mo! U’, pH 8.0, 2% metanot
m
mVs~’ ogv
1
1~, ~.t
~
E,,, V
i,,/Cv’0
A mol’ mL mV’~ s”2
0.42
0.77
1.22
2.05
2.50
3.13
3.55
4.15
4.97
5.36
6.42
7.57
-0.38
-0.11
0.09
0.31
0.40
0.50
0.55
0.62
0.70
0.73
0.81
0.88
0.708
0.722
0.734
0.742
0.748
0.756
0.758
0.768
0.762
0.780
0.812
0.826
5
lo
20
40
60
80
100
150
200
¡ 250
500
1000
0.70
1.00
1.30
1.60
1.78
1.90
2.00
2.18
2.30
2.40
2.70
3.00
18.7
24.4
27.3
32.4
32.3
35.0
35.5
33.9
35.1
33.9
28.7
23.9
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Tabla XXIII
Influencia de !a velocidad de barrido de potencial, en LSV, sobre la señal de oxidación de
disulfiram 1.0x105 mo! U’ sobre un electrodo de posta de carbono mod4ficado con un 2% de
CoFC Tie~npo de acwnulació,r 300 s. H
2P04/HPOt 0.1 mo! U’, pH 6.0, 2% nwtanot
m
mV 4 log y i~, jiA log i~ E~, V A moF’ mL mV’12 ~¡í2
2.08
3.22
5.03
8.32
10.10
12.37
13.23
14.97
16.48
18.16
19.40
0.32
0.51
0.70
0.92
1.00
1.09
1.12
1.18
1.22
1.26
1.29
0.764
0.774
0.788
0.800
0.802
0.816
0.822
0.836
0.832
0.840
0.854
5
10
20
40
60
80
100
150
200
250
500
0.70
1.00
1.30
1.60
1.78
1.90
2.00
2.18
2.30
2.40
2.70
93
102
113
131
130
138
132
122
117
115
87
Pasta de corbono 115
20 -
0.0 0.8 1.2
1
1.6 2.4 3.0
Iog y
Figura 36
Variación de la función de coniente, i,,/Cv’% con log y, mediante LSV, empleando un
electndo de pasta de carbono modificado con un 4% de ftalocianina de cobalto. Tham
i.OxiO~ mol U’; HBO2/BO; 0.1 mol U’, pH 8.0, 2% metanol. Tiempo de acumulación: 90
segundos.
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Figura 37
Variación de la función de corriente, i,,/Cv’~, con log y, mediante LSV, empleando un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de ftaloc¡anina de cobalto. Disulfiram
1.OxiO
5 mol U’; H
2P041HP04
2 0.1 mol L’, pH 6.0, 2% metanol. Tiempo de acumulación:
300 segundos.
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Figura 38
Variación de log i,, con log y, mediante I.SV, empleando un electmdo de pasta de carbono
modificado con un 4% de ftalocianina de cobalto. ‘Dram 1.0x10~5 mol L’; HBOJBO2 0.1 mol
U’, pH 8.0, 2% metanol. Tiempo de acumulación: 90 segundos.
1.4
1.2 -
¡cg 1,
1.0 -
0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2
Iog y
Figura 39
Variación de log i,, con log y, mediante I.SV, empleando un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 2%de flalocianina de cobalto. Disulfiram i.OxiO~ mol U’; H2P04/HiPO4
2
0.1 mol U’, pH 6.0, 2% metano!. Tiempo de acumulación: 300 segundos.
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En ambos casos, la dependencia de la función de corriente con la velocidad
de barrido (Figuras 36 y 37) es muy parecida a la observada cuando no se aplicaba
un período de preconcentración (Figuras 16 y 17), disminuyendo dicha función para
velocidades superiores a 200 mV s’ para el tiram y superiores a 80 mV SI para el
disulfiram, lo que, como se había comentado, resulta característico de los procesos
catalíticos.
Sin embargo, la representación de log i ftente a log y, muestra un único
tramo recto entre 5 y 100 mV st de pendiente 0.70 (r 0.998) en el caso del tiram
(Figura 38) y 0.63 (r= 0.9990) en el caso del disulfiram (Figura 39), y se desvía para
velocidades superiores. Estos valores de la pendiente parecen indicar un control por
difusión de la corriente a bajas velocidades debarrido, cuando deberían encontrarse
indicios de la existencia de adsorción. Este efecto puede explicarse si la acumulación
del fungicida se produce en mayor grado por extracción en el aglutinante de la pasta
de carbono que por adsorción sobre las partículas de grafito [18]. Así, el proceso
de oxidación estaría controlado inicialmente por la difusión del analito a través del
aglutinante hasta la zona de reacción. Además, de este modo se justifica que la
preconcentración sea mucho más acusada en el caso del disulfiram dado su carácter
más apolar y, por tanto, su mayor afinidad por el aceite de parafina.
ILL1.5.- CURVAS DE CALIBRADO Y CARACTERISI1CAS ANAL~CAS
Utilizando el período de acumulación apropiado para cada fungicida y para
cada nivel de concentración, se han obtenido, empleando voltamperometría
diferencial de impulsos en la etapa de redisolución, relaciones lineales entre la
intensidad de pico y la concentración de tiram y disulfiram en los intervalos que
aparecen recogidos en la Tabla XXIV. Con fines comparativos, se han realizado
también calibrados para ambos fungicidas sin emplear ningún período de
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acumulación. Los parámetros característicos de todos estos calibrados se recogen en
la Tabla XXIV, encontrándose representados en las Figuras 40 a 45.
Como puede observarse, cuando no se aplica preconcentración, las curvas de
calibrado se han realizado a partir de 1.0x106 mol L’, no siendo posible determinar
concentraciones inferiores a ésta para ninguno de los dos firngicidas. Por otra parte,
las desviaciones de la linealidad para altas concentraciones, se producen
aproximadamente al mismo nivel de concentración realizando o no preconcentración.
Si se emplea un mismo periodo de acumulación para diferentes intervalos de
concentración, se observa una disminución en la pendiente al aumentar la
concentración de fungicida, característica de los procesos de adsorción. De nuevo se
pone de manifiesto que la adsorción es más fuerte en el caso del disulfiram; así, para
el intervalo 1.0x106-1.0x105 mol 12’, la pendiente del calibrado es casi un orden de
magnitud mayor cuando se emplea período de acumulación.
Las características analíticas de los métodos así desarrollados se han
calculado a partir de los calibrados obtenidos utilizando preconcentración y se
encuentran recogidas en la Tabla XXV. Los valores de la desviación estándar
relativa se han calculado a partir de las medidas correspondientes a 10 disoluciones
diferentes, utilizando 10 electrodos modificados distintos, a dos niveles de
concentración, uno de los cuales se encuentra situado en la parte inferior del
calibrado correspondiente. Puesto que se han empleado 10 superficies electródicas
diferentes, se ha calculado también la desviación estándar relativa de los valores del
potencial de pico, resultando ser menor del 1% en todos los casos.
Como criterio para establecer el límite de determinación, se ha utilizado el
criterio sugerido por la IUPAC [171], lOs, habiéndose tomado como estimador de
s, el valor de la desviación estándar, en unidades de concentración, obtenido para
una concentración próxima a la más baja medida en el calibrado, siendo en este caso
de 4.Oxl& mol L’ para el tiram y de 1.0x107 mol U’ para el disulflram.
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Tabla XX1V
Cunas de calibrado para tirwn y dis¿dflram, mediante DPA dSV, empleando un electrodo de
pasta de carbono modjficado con CoPC 4E 50 mV; v= 10 mV <‘.
Fungicida
Tiempo de
acumulación, s
Intervalo lineal,
mol 1<’
Coeficiente de
correlación
Pendiente,
isA L moF’
Ordenada en
el origen, ~A
xlO’
l.0xl0’-6.0xl0~’ 0.996 0.65+0.02 0.19+0.09
o
l.0x104-6.OxlO’ 0.998 0.85+0.05 -0.06+0.03
Tiram 90 l.0xl0~’-7.0xl0~’ 0.997 0.60+0.06 0.5+0.2
l.0xl0tl.0xl0~’ 0.9994 1.02+0.03 0.03+0.02
180
3.OxlO’-l.0x104 0.993 1.67+0.06 -0.011+0.005
o l.0x104-2.0x10’ 0.997 0.57+0.04 0.00+0.02
Disulfiram 1 Ox 10’-2.0xl05 0.9998 3.4+0.7 0.4+1.0
300 l.0xl0tl.0xl0~’ 0.9995 4.2+0.1 0.13+0.07
8.0x104-l Ox io4 0.9995 4.8+0.1 0.061+0.006
Por lo que respecta al límite de detección, se ha calculado a partir de la
expresión 3sjm [172], donde m es la pendiente del calibrado inferior considerado
y como estimador de 5b se ha tomado el valor de la desviación estándar de la señal
para 10 disoluciones de tiram 4.0x107 mol 12’ y de disulfiram l.0x107 mol 12’.
Como se puso de manifiesto en el apartado de antecedentes bibliográficos,
la mayoría de los métodos electroquímicos que se han encontrado para la
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determinación de tiram y disulfiram están basados en la reducción de los fungicidas
sobre electrodos de mercurio o de película de mercurio, oscilando los límites de
detección entre l.0x106 mo! 12’ [151] y 1.3x10’0 mo! U’ [153]. El único método
encontrado basado en la oxidación de tiram tras su acumulación sobre un electrodo
rotatorio de platino reporta un límite de detección de 0.3 ng mU1 (1.3x109 mol 12’),
pero presenta claras desventajas puesto que el pico de oxidación se encuentra situado
en la barrera de oxidación del medio (aproximadamente a 1.5 V) y es necesario un
período de acumulación de 10 minutos [1]. Puede decirse, por consiguiente, que los
métodos desarrollados utilizando el electrodo de pasta de carbono modificado con
CoPC resultan ventajosos en términos de sensibilidad, potencial al que aparecen las
respuestas (mayor selectividad) y rapidez con respecto a los métodos precedentes.
Tabla XXV
Características analíticos de los métodos desarrollados para la determinación de tiram y
disulfiroan, mediante DP=4dSV,empleando un electrodo de pasta de carbono mod4ficado con
flalocianina de cobalto. AE= 50 mV; v 10 mV st Tiempo de acwmdación: Tirain: 180
segundos, disulflram: 300 segundos.
Fungicida RSD, %
Límite de
Límite de
detenninación, mol L’ detección, mol 12’
Tiram 3.0 2.4x104 7.1x108
Disulfiram 7.3x108 2.2x1087.2’
a) Nivel de concentración:
l~) Nivel de concentración:
c) Nivel de concentración:
5.Ox1O~6 mol L~’ (n10)
4.Ox1O~’ mcl U’ (n10)
l.Ox1O~’ mcl L~’ (n10)
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Figura 40
Influencia de la concentración de tiram sobre la intensidad de pico, i~, mediante DPAdSV,
empleando un electmdo de pasta de carbono modificado con un 4% de ftalocianina de cobalto.
Intervalo de concentración: de 1.0x10~5 a 10.0x105 mol U’ de dram; HBO2/BO; 0.1 mcl U’,
PH 8.0, 2% metanol. Tiempo de acumulación: 90 segundos.
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Figura 41
Influencia de la concentración de dram sobre la intensidad de pico, ii,, mediante DPAdSV,
empleando un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de ftalocianinade cobalto.
Intervalo de concentración: de l.Ox10~5 a 10.Ox10~5 mol L~’ de dram; HBO
2/BO2~ 0.1 mol U’,
pH 8.0, 2% metanol. Sin período de acumulacion.
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Figura 42
Influencia de la concentración de dram sobre la intensidad de pico, ir,, mediante DPAdSV,
empleando un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4%de ftalocianina de cobalto.
Intervalo de concentración: de 1.OilO’ a 10.0x10’ mol U’ de dram; HBOJBO; 0.1 mol U’,
pH 8.0, 2% metano!. (@) empleando un período de acumulación de 180 segundos; (O) sin
período de acumulación.
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Figura 43
Influencia de la concentración de tiram sobre la intensidad de pico, i,,, mediante DPAdSV,
empleando un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4%de ftalocianina de cobalto.
Intervalo de concentración: de 3.O~10~ a 10.0x10~’ mo! U’ de dram; HBO
2/BO; 0.1 mo! 12,
pH 8.0, 2% metanol. Tiempo de acumulación: 180 segundos.
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Figura 44
Influencia de la concentración de disulfinm sobre la intensidad de pico, i,,, mediante DPAdSV,
empleando un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de ftaiocianina de cobalto.
Intervalo de concentración: de 1.OilO’ a IO.OxlO’ mol U’ de disulfiram; H2P041HP04
2 0.1
mo! U’, pH 6.0,2% metanol. (@) empleando un período de acumulación de 300 segundos; (O)
sin período de acumulación.
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Figura 45
Influencia de la concentración de disulfinm sobre la intensidad de pico, i,, mediante DPAdSV,
empleando un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2%de ftalocianina de cobalto.
Intervalo de concentración: de o.8~io~ a 10.O~10~ mol U’ de disulfinm; H
2P041HP04
2 0.1
mol U’, pH 6.0, 2% metano!.
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111.1.6.- ESTUDIO DE INTERFERENCIAS
Una vez establecidas las características analíticas de los métodos
desarrollados para determinar los fungicidas tiram y disulfiram con el electrodo de
pasta de carbono modificado con CoPC, se procedió a realizar estudios de
interferencias utilizando voltamperometría diferencial de impulsos en la etapa de
redisolución tras aplicar el correspondiente período de acumulación. Así, se
comprobó el efecto que ejerce la presencia de ciertas sustancias que pueden
encontrarse junto con estos fungicidas en diferentes tipos de muestras (aguas,
alimentos,etc•), sobre la señal voltamperométrica de oxidación del tiram o del
disulfiram en concentración 2.0x106 mol L•’ con el electrodo modificado.
Las sustancias ensayadas han sido: N,N-dimetilditiocarbamato de zinc
(ziram), que también se utiliza como fungicida y pertenece a la familia de los
ditiocarbarnatos, fenol y un catión metálico capaz de formar complejos con este tipo
de sustancias como es el Zn(II). También se ha evaluado la influencia de la
presencia de tiram sobre la señal de oxidación del disulfiram (con un período de
acumulación de 300 s) y viceversa (con tiempo de acumulación de 180 s).
En las condiciones experimentales utilizadas para la determinación de tiram
y de disulflram, el Zn(II) obviamente no presenta ningún pico de oxidación, mientras
que, como se observa en las Figuras 46 y 47, tanto el fenol como el ziram en
determinada concentración, muestran picos de oxidación bien definidos en el
intervalo de potenciales barrido. La proximidad de los potenciales de pico de tiram,
ziram y disulfiram da lugar a que sólo aparezca un pico global de oxidación cuando
se registran los voltamperogramas de mezclas de estos ditiocarbamatos.
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Como era de esperar dada la mayor capacidad de preconcentración del
disulfiram, la influencia de la presencia de este fungicida sobre la señal de oxidación
del tiram es mucho mayor que al contrario. Así, una relación de concentración
disulfiram:tiram 0.1:1 origina un error relativo del 40% en la medida de la corriente
de pico del tiram, mientras que en la medida del disulfirani se comete un error
relativo superior al 10% sólo para relaciones tiram:disulfiram dc 1:1 o superiores
(Tabla XXVI).
La presencia de zirain origina errores relativos superiores al 10% para una
relación ziraxn:tiram 0.5:1 y para una relación ziram:disulf,rani 1:1 (véase Tabla
XXVI). Por otra parte, el fenol muestra un pico de oxidación bien definido que
aparece a 0.548 V a pH 8.0 y a 0.682 V a pH 6.0. A modo de ejemplo en la Figura
48 se muestran los voltamperogramas de mezclas binarias de fenol y tiram o
disulfiram. El pico de oxidación del fenol afecta sólo a la parte ascendente de los
voltamperograrnas de tiram o disulfiram, apareciendo como un pico independiente
en el caso del tiram, y ensanchando la señal en el caso del disulfiram (Figura 48).
Para una relación fenol:tiram o disulfirani 10:1, se obtuvo un error relativo igual o
superior al 10% en la medida de la intensidad de pico del fungicida. No obstante,
se ha comprobado que, si i,, se mide a partir de la corriente de fondo que se obtiene
antes de aparecer el pico del fenol, no existe interferencia de este compuesto sobre
la señal de los fungicidas para la relación de concentraciones mencionada. Sin
embargo, cuando esta relación es de 50 a 1, el pico del fenol es tan grande que
impide la medida de la corriente de pico del fungicida con exactitud.
Finalmente, el Zn(II), como era de esperar, no interfiere para ninguno de los
niveles de concentración ensayados.
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Figum 48
Voltamperogramas, en DPV, de mezcla de: (a) 2.0~10~ mol L’ dram y 2.0x10~ mol U’
fenol, (b) 2.0x10~ mol U’ dram y 2.0~10-~ mol U’ fenol, (c) 2.0x10’ mol U’ disulfiram y
2.0x104 mcl L’ fenol, (d) 2.0,i0~ mol U’ disulfiram y 2.0~10~ mo! U’ fenol, sobre un
electrodo de pasta de carbono modificado con CoPC. (a) y (b) H180
1/B02 0.1 mol L~’, 180
segundos de acumulación; (e) y (d) H2PO¿IHPOft 0.1 inol L’, 300 segundos de acumulación;
2% metanol. AE= 50 mV, v= 10 mV st 1- fenol , 2-dram, 3-disulfirant
b
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Tabla XXVI
Efecto de la presencia de otras sustancias sobre la señal voltamperométrica de 2.OxltT6 mol
L’ de tiram o disulflram, mediante DPAdSV, sobre un electrodo de pasta de carbono
mod4ficado conftalocianina de cobalto. Relaciones interferente:analito que producen un error
relativo superior al 10% en la medida de i., Tiram: HBO/BO 0.1 mol 12, pH 8.0, 2%
metanol, 180 segundos de acumulación a circuito abierto. Disulflram: H>PO
4/HPO4
2~ 0.1 mol
L’, pH 6.0, 2% metanol, 300 segundos de acwmdación a circuito abierta AE= 50 mV; v 10
mV 5~.
Interferente
Relación interferente:analito Error relativo
Tiram Disulfiram Tiram Disulfiram
Tiram --- 1:1 --- 18%
Disulfiram 0.1:1 --- 41%
Ziranx 0.5:1 1:1 23% 13%
Fenol 10:1 10:1 10% 28%
Zn(IJ) 50:1 50:1 < 10% < 10%
111.1.7.- DETERMINACION DE TIIIAM EN MUESTRAS DE FRESAS
CONTAMINADAS
Como se ha comentado, una de las principales aplicaciones del tiram se basa
en su actividad fungicida, empleándose fundamentalmente sobre cultivos de frutas,
hortalizas y plantas ornamentales [62]. Concretamente, el empleo de tiram en fresas,
manzanas y peras presenta importantes ventajas con respecto a la utilización de otros
pesticidas [173]. En la CEE se tolera un contenido de ditiocarbainatos entre 2-7 mg
Kg’ (expresado como CS
2) en frutas y verduras [63].
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Con objeto de veríficar la aplicabilidad del método propuesto utilizando el
electrodo de pasta de carbono modificado con CoPC, se ha llevado a cabo la
determinación de tiram en muestras de fresas contaminadas con 2 gg de tiram por
gramo de fresa (lo que equivale a 1 mg Kg’ de CS2).
El procedimiento descrito en la parte experimental se aplicó en primer lugar
a una muestra de fresas sin contaminar. El voltamperograma diferencial de impulsos
obtenido sobre el electrodo modificado para este blanco se muestra en la Figura 49.
Como puede observarse, aparece un pico a aproximadamente 0.3 V que puede
corresponder a la oxidación de algún compuesto endógeno presente en las fresas,
puesto que no se modifica con las adiciones sucesivas de tiram y era reproducible
independientemente de la muestra, que no interfiere en la detenninación del
fungicida. También puede observarse a aproximadamente 0.7 V el pico que se ha
asignado a la oxidación de Co(II) a Co(III) en la ifalocianina. La presencia de este
pico en el fondo hace necesario, desde un punto de vista analítico, restar esta señal;
que no aumenta con el proceso de acumulación, de la respuesta del analito. Para ello,
se realizaron adiciones estándar sucesivas de 0.6 mg L~’ al blanco de fresas (véase
Figura 49) y el valor de la ordenada en el origen obtenido para tres series de
medidas, que resultó ser O. 10+ 0.03 iiA, se consideró como el valor de corriente que
debe restarse del valor de la intensidad de pico medido en los estudios de
recuperación del tiram.
Los resultados obtenidos para cinco muestras de fresas contaminadas a un
nivel de 2 gg de tiram por gramo de fresa, lo que implica una concentración final
de tiram en la disolución analítica de 1.2 mg 19, aplicando el método de adiciones
estándar, se recogen en la Tabla XXVII. La concentración experimental media
obtenida fue de 1.12 ±0.09 mg L’ de dram (1.9 + 0.1 ¡ig g1), lo que se traduce en
una recuperación media del 94 + 7 % para un nivel de significación de 0.05. Estos
resultados demuestran la validez del método desarrollado para la determinación de
tiram en muestras de este tipo.
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Figura 49
Voltampewgramas, en DPV, sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4%
de ftniocianina de cobalto, de la disolución analítica de una muestra de fresas sin contaminan
(1) disolución blanco (en ausencia de dram), (2-6) adiciones sucesivas de 0.6 mg L•’ de dram.
HBO2/B02• 0.1 ¡nol u, pH 8.0, 2% metanol; AE= 50 mV; v= 10 mV s’.
Tabla XXVII
Recuperación de dram en fresas contwninadas, mediante DPA dSV, con
de carbono mod4ficado con CoPC Período de acwrndación: 180 s.
un electrodo de pasta
Muestra Cteóúca Tiram,mgL
4 Cencont,.,~a Tiram, mgL’ Recuperación, %
1 1.20 1.11 92.5
2 1.20 1.05 87.5
3 1.20 1.12 93.5
4 1.20 1.24 103.5
5 1.20 1.10 91.5
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11L2.- DETERMINACION DE TIRAM MEDIANTE INVECCION EN FLUJO
CON DETECCION AMPEROME¶URICA SOBRE UN ELECTRODO DE
PASTA DE CARBONO MODIFICADO CON ETALOCIANINA DE
COBALTO
Se ha investigado la posibilidad de emplear el electrodo de pasta de carbono
modificado con CoPC como detector amperométrico en sistemas en flujo. Para ello,
se ha desarrollado un método de inyección en flujo basado en el proceso de
oxidación del tiram sobre el electrodo modificado. En el apanado II. 1.1.1 se describe
el sistema FíA utilizado. La célula de flujo empleada ha sido de tipo “thin-layer.
I[L2.1.- DETECCION AMPEROMIETRICA CONVENCIONAL SOBRE EL
ELECJRODO MODIFICADO
Cuando se aplica al electrodo indicador un potencial constante de + 1.0 V, se
observa una disminución gradual de la corriente de pico tras realizar inyecciones
sucesivas de tiram 1.0x105 mol U’, empleando como disolución portadora regulador
HBO
2/BO; 0.1 mol L’ de pH 8.0 con un 2% de metanol (Figura 50). Por ejemplo,
i~disminuye un 15% tras 17 inyecciones. Además, como puede observarse en la
Figura 50, el ruido de la línea base aumenta considerablemente con el tiempo. Estos
efectos pueden atribuirse al ensuciamiento de la superficie del electrodo,
probablemente como consecuencia de la adsorción del fungicida que, en los
experimentos en discontinuo, hace necesaria la renovación de la superficie del
electrodo después de cada medida. Este importante problema práctico se ha intentado
solventar mediante el empleo de la denominada detección amperométrica de
impulsos (PAD).
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Figura 50
Fiagrama obtenido pan inyecciones consecutivas de dram 1.Oxl(V5 mol ~ en medio
HBO
2/BO, 0.1 nl U’ de pH 8.0 - 2% metanol y/y empleando como electrodo indicador un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC. Vg 200 pL; caudal: 1.5 mL
muí’; Ej +1.0 V.
111.2.2.- DETECCION AMPEROMETRICA DE IMPULSOS
En la Figura 51 se representa el esquema de potenciales aplicado, que alterna
polarización anódica y catódica del electrodo. Esta forma de llevar a cabo la
detección ha sido empleada por el grupo de Baldwin con buenos resultados cuando
se emplean electrodos de pasta de carbono modificados con CoPC como detectores
en cromatografia líquida [26,28].
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Figura 51
Esquema del programa de potenciales utilizado para !a detección amperométilca de impulsos
(PAD).
111.2.2.1.- Selección de los valores del potencial aplicados en el programa de
impulsos
El potencial anódico, E1, se ha escogido para llevar a cabo la detección de
la oxidación del dram, mientras que el potencial catódico, E2, se ha elegido para
regenerar la superficie del electrodo. Con el fin de seleccionar el valor más
apropiado de E1 se ha registrado el voltamperograma hidrodinámico del tiram,
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 11.1.3.5. Así, se inyectaron
volúmenes fijos de una disolución de dram 5.0x10’ mol L’ en medio HBO2/BO;
0.1 mol L’ de pH 8.0 y 2% y/y en metanol en el caudal de disolución portadora
constituida por el mismo electrólito fondo.
ti
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E2
t
134 Resultados y Discusión
En la Figura 52 se representa la variación de la intensidad de pico cuando se
varia E1 entre +0.30 y + 1.20 y, manteniendo E2= -0.3 V, valor de potencial catódico
recomendado por el grupo de Baldwin para la reacfivación de la superficie del
electrodo (26,28]. Como puede observarse, se obtiene una meseta o “plateau’ bien
definida a valores de E1 comprendidos entre ±0.90y ±1.10V. La fuerte disminución
de i~, a potenciales superiores a +1.10 V puede atribuirse a la pasivación irreversible
del mediador redox cuando se aplican potenciales muy positivos [28]. De hecho, en
las experiencias realizadas en discontinuo (apartado 111.1.2.1), podia observarse un
pico de oxidación a aproximadamente +1.2 V x’s. SCE asignable a la oxidación del
anillo de fialocianina, cuando se registraba el voltamperograma del fondo,
constituido por Britton-Robinson 0.1 mol L•’ de pH 7.0 (Figura 7). Como potencial
para llevar a cabo la detección se ha escogido, en consecuencia, un valor de ~=
+0.95 V, situado en la zona de la meseta de intensidades de corriente (Figura 52).
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Figura 52
Influencia del potencial anódico, E1, sobre la intensidad de pico, ii,, de dram 5.0x10~ mol U’
en medio HBO,/BO; 0.1 mol L’ de pH 8.0 - 2% metanol y/y, mediante FIA-PAD empleando
como electrodo indicador un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC.
200 >114 caudal: 1.5 mL mint Eg~ -0.3 V; tr 0.2 s; tr 0.2 s.
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Figura 53
Influencia del potencial catódico, E~, sobre !a intensidad de pico, i~ (e), y la relación
señal/mido, i/i~. (El), de dram 5.OxlO’ mol 12’ en medio HBO2/BO; 0.1 mol L’ de pH 8.0-2%
metanol y/y, mediante FIA-PAD empleando como electrodo indicador un electrodo de pasta
de carbono modificado con un 4% de CoPC. V1j 200 p14 caudal: 1.5 mL mun4; E~ -0.3 V;t
1= 0.2 s; t~= 0.2 s.
El valor de E2 se ha escogido estudiando su influencia sobre la respuesta
amperométrica cuando se varía entre 0.0 y -0.80 V. La altura de pico permanece
prácticamente constante entre 0.0 y -0.60 V, pero la corriente de fondo aumenta al
tomar E2 valores más negativos (Figura 53). Lamayor relación señal/mido se obtuvo
para un valor de E2 0.0 V. Sin embargo, no se aprecia regeneración de la superficie
del electrodo para este valor de potencial. Así, en la Figura 54 A se observa cómo
la altura de pico disminuye tras inyecciones sucesivas de tiram cuando se utiliza E2=
0.0 V. Al cabo de 20 inyecciones, la disminución en i, es de un 20%. Como se ha
mencionado, el grupo de Baldwin recomienda un valor de -0.30 V (o más negativo)
para la regeneración de la superficie del electrodo. Parece ser que esta reactivación
está relacionada con el proceso de reducción de Co(II) a Co(I) en la fialocianina, que
tiene lugar entre -0.3 y -0.5 V [26]. Efectivamente, no se observa disminución
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significativa en la intensidad de pico al cabo de 20 inyecciones consecutivas de tiram
cuando se emplea E2= -0.3 V (Figura 54 B), por lo que se ha escogido este valor de
potencial para la regeneración de la superficie electródica.
Figura 54
Fiagramas obtenidos para 20 inyecciones consecutivas de tiram 5.0x10’ mol L~’ en medio
HBO2/BO; 0.1 mcl U’ de pH 8.0 - 2% metanol y/y, mediante FIA-PAD empleando como
electrodo indicador un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC.
200 pL Programa de potenciales: (A): E1= +0.95 V; E2= 0.0 V; t1= 0.2 5; t2= 0.2 s. (B): E1
+0.95 V; Eg -0.3 V; t~ 0.2 5; t~ 0.2 s.
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111.2.2.2.- Selección de los valores de tiempo de aplicación de los potenciales
anteriores
Los períodos de tiempo de aplicación de E1 y E2 (t1 y t.2, respectivamente) se
han optimizado teniendo en cuenta su influencia en la respuesta amperométrica.
Cuando t1 aumenta en el intervalo de 0.2 a 1.0 s,i,, disminuye (Figura 55).
No obstante, también disminuye el valor de la corriente de fondo, de tal modo que
la relación señal/ruido crece al aumentar t1.
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Figura 55
Influencia del tiempo de aplicación del potencial anódico, t~, sobre la intensidad de pico, 1,,
(@),y !a relación señal/ruido, i,/i~ (O), de tiran 5.0x10~’ mol L’ en medio HBO2JBO; 0.1 mol
12’ de PH 8.0 - 2% metanol y/y, mediante FLA-PAD empleando como electrodo indicador un
eiectwdo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC. V1~j 200 ¡¡14 caudal: LS mL
mm’; E,= +0.95 V; E, -0.3 V; t,= 0.2 s.
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La influencia de t2 se ha estudiado para dos valores de t~, 0.2 y 0.4 s. Los
resultados se representan en las Figuras 56 y 57. La intensidad de pico aumenta al
aumentar t~ cuando t1= 0.2 s y permanece prácticamente constante cuando t2= 0.4 s.
Sin embargo, la corriente de fondo aumenta también considerablemente al aumentar
en ambos casos, dando lugar a relaciones señal/ruido más pequeñas cuanto mayor
es t2. Por otro lado, cuanto mayor es el tiempo transcurrido entre dos medidas de
intensidad de corriente (t1 + t2), peor definida está la señal amperométrica.
Teniendo en cuenta todos estos resultados, se ha escogido un valor de 0.2 s
tanto para t1 como para t2 para estudios posteriores.
Empleando los parámetros del programa de potenciales que se han
seleccionado, se obtuvo una desviación estándar relativa del 2.1% en la medida de
i,, para 20 inyecciones sucesivas de tiram 5.0x10
6 mol L’ (Figura 54 B), lo que
confirma la utilidad de] esquema de detección amperométrica de impulsos
desarrollado para la regeneración de la superficie del electrodo modificado con
CoPC.
111.2.2.3.- Optimización de las variables hidrodinámicas
Se ha estudiado la influencia del caudal de la disolución portadora sobre los
parámetros que definen las señales o fiagramas, esto es, la altura de pico, i,,, el
tiempo de residencia, T, y la anchura de pico, ¿St. Los datos obtenidos se resumen
en la Tabla XXVIII y están representados en las Figuras 58, 59 y 60.
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Figura 56
Influencia del tiempo de aplicación de E2, t2, sobre la intensidad de pico, i~, (e), y la relación
señal/mido, i,,/i1. <O), de tiran 5.0x10’ mol U’ en medio HBOJBO2~ 0.1 mol L4 de pH 8.0 -2% metanol y/y, mediante FIA-PAD e pleando como electrodo indicador un electmdo de
pasta de carbono modificado con un 4% dc CoPC. V~ 200 ¡íL caudal: 1.5 mL min1; E
1
+0.95 V; Er -0.3 V; t,= 0.2 s.
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Figura 57
Influencia del tiempo de aplicación de E2, t2, sobre la intensidad de pico, i,, (e), y la ¡elación
señal/mido, i/i< (El), de tiran 5.0x10~’ mol U’ en medio HBO2/B02 0.1 mol L~’ de pH 8.0 -
2% metanol y/y, mediante FIA-PAD empleando como electrodo indicador un electrodo de
pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC. V1~~= 200 gL; caudal: 1.5 mL mm’; E1=
+0.95 V; E -0.3 V; t~ 0.4 s.
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Tabla XXVIII
Influencia del caudal de ¡a disolución portadora sobre la intensidad, i,,, el tiempo de residencia~
T, y la anclwrg, itt, de la señal obtenida mediante ¡nyección en flujo con detección
aznperométrica de impulsos empleando un electrodo de pasta de carbono mod4ficado con un
4% de CoPC Tiram 5.OxltT’ mol L’ en medio HBO/BO; 0.1 mol L~’, pH 8.0, 2% metanol
<y/y). Volumen de inyección: 200 pL. E1= +0.95 1’, E2 -0.3 V, t1 02 s, t20.2s.
Puede observarse cómo al aumentar el caudal de la disolución portadora
desde 0.35 hasta 1.32 mL mm’, aumenta la intensidad de pico, disminuyendo el
tiempo de residencia y la anchura de pico. Para caudales superiores a 1.32 mL mlii’,
la altura de pico permanece constante y la disminución en el tiempo de residencia
y la anchura de pico es mucho menos marcada.
Con el fin de alcanzar la máxima sensibilidad y al mismo tiempo reducir en
lo posible la duración del análisis, se ha escogido para estudios postenores un caudal
dc 1.70 mL miii’.
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Figura 58
Influencia del caudal de la disolución portadora sobre la intensidad de pico, ir,, de dram
5.0x10~ mol L’ en medio HIBO
2/BO; 0.1 mol 12’ de pH 8.0 - 2% metanol y/y, mediante FIA-
PAD empleando como electrodo indicador un electrodo de pasta de carbono modificado con
un 4% de CoPC. V,¿ 200 !É14 E, +0.95 V; E2= -0.3 V; t, 0.2 s, t2= 0.2 s.
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Figura 59
Influencia del caudal de la disolución portadora sobre el tiempo de residencia, T, de dram
5.OxlO6 mol U’ en medio HBO
2/BO; 0.1 mol L~’ de pH 8.0 - 2% metanol y/y, mediante FIA-
PAD empleando como electrodo indicador un electrodo de pasta de carbono modificado con
un 4% de CoPC. V1,j 200 pL E, +0.95 V; E2 -0.3 y; t1= 0.2 s, t~ 0.2 s.
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Figura 60
Influencia del caudal de la disolución poitadora sobre la anchura de pico, ~5t,de dram 5.OxlO’
mol U’ en medio HBOJBO2- 0.1 mol U’ de pH 8.0 - 2% metanol ‘i’/v, mediante FIA-PAD
empleando como electmdo indicador un electmdo de pasta de carbono modificado con un 4%
de CoPC. V1J 200 pL; E1= +0.95 V; E -0.3 V; t,= 0.2 s, t2= 0.2 s.
Utilizando el caudal mencionado anteriormente y manteniendo las demás
condiciones experimentales, se ha estudiado la influencia del volumen de inyección
sobre los parámetros característicos del fiagrama (Figura 61). Como puede
apreciarse, al aumentar el volumen de inyección se produce un aumento de la
intensidad de pico, así como en la anchura de los mismos. Además, lógicamente, el
tiempo de residencia aumenta también al aumentar el volumen de inyección. Como
compromiso entre una buena sensibilidad y una elevada capacidad de muestreo, se
ha escogido un volumen de inyección de 200 jiL para estudios subsiguientes. En
estas condiciones experimentales, se pueden analizar aproximadamente 15 muestras
por hora realizando las inyecciones por triplicado.
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Figura 61
Influencia del volumen de inyección sobre las señales obtenidas para tiran 5.0x104 mol L’
en medio HBO
2/BQ 0.1 mol L’ de pH 8.0 - 2% metanol y/y, mediante FIA-PAD empleando
como electrodo indicador un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC.
(1) 50 pL; (2) 100 p14 (3) 200 pL; (4) 300 pL; (5) 400 pL Caudal: 1.70 mL ¡nin’; E,= +0.95
V; E2= -0.3 V; t~ 0.2 s, tr 0.2 s.
111.2.2.4.- Cun’as de calibrado
Se ha obtenido una relación lineal (n0.9990) entre la intensidad de pico y
la concentración de tiram en el intervalo l.0x10
6 - 1.0x105 mol L’, con valores de
la pendiente y de la ordenada en el origen de (1.9±0.7)xlO’gA L moY’ y 0.01+0.04
jiA, respectivamente. En la Figura 62 se muestran los fiagramas obtenidos en este
intervalo de concentraciones, y en la Figura 63 se representa la correspondiente
curva de calibrado.
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Figura 62
Fiagrama obtenido por inyección de disoluciones (1) 1.0; (2) 2.0; (3) 3.0; (4) 4.0; (5) 5.0; <6)
6.0; (7) 7.0; (8) 8.0; (9) 9.0; (10) 10.0 x 10’ mol L’ de dram en medio HBO2/BO; 0.1 mol
L’ de pH 8.0 - 2% metanol y/y, mediante FIA-PAD empleando como electrodo indicador un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC. V~= 200 pL Caudal: 1.70
mL mm
4; E
1= +0.95 V; E2= -03 V; t1= 0.2 s, t2= 0.2 s.
Para concentraciones de tiram supenores a 1 .0x10
5 mol U’ se observó una
desviación de la linealidad. El valor de la pendiente obtenido con este calibrado es
sustancialmente mayor que el correspondiente al calibrado en las experiencias en
discontinuo empleando voltamperometría diferencial de impulsos sin aplicar
acumulación. Sin embargo, dicha pendiente es muy similar a la obtenida para el
mismo intervalo de linealidad cuando se aplicó un periodo de acumulación de 300
segundos (véase Tabla XXIV).
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Figura 63
Influencia de la concentración de dram sobre la intensidad de pico, i~, obtenida mediante FIA-
PAD, empleando como electrodo indicador un electrodo de pasta de carbono modificado con
un 4% de CoPC. V1~,= 200 pL. Caudal: 1.70 mL min~’; E~ +0.95 V; E2= -0.3 V; t~= 0.2 s,
t2= 0.2 s.
Cuando se aumentó la sensibilidad del registrador con el fin de realizar
medidas en el intervalo de concentraciones l.0x10
7 - l.0x10~6 mol Ji’ de tiram, se
observó que la corriente de fondo aumentaba considerablemente con el tiempo. Este
hecho produce una considerable falta de exactitud en las medidas e impide la
determinación de este fungicida a dichos niveles de concentración bajos. A modo de
ejemplo, en la Figura 64 se representa el flagrama obtenido para 3 inyecciones de
tiram 5.OxlO7 mol L’ cuando la sensibilidad del registrador es la necesaria para
medir con exactitud las señales correspondientes a inyecciones de tiram 1 .0x107 mol
LI.
Como se ha comentado (apanado 1.2.2.1), algunos autores han reportado
problemas graves al utilizar los electrodos de pasta de carbono como detectores en
10.0
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sistemas en flujo, tales como hinchamiento del material electródico [49,50] o pérdida
progresiva del mediador redox en la superficie del electrodo, e incluso de la propia
pasta, por arrastre con la disolución portadora [21,51]. Según nuestra propia
experiencia, el crecimiento de la corriente residual con el tiempo se debe a
fenómenos de hinchamiento por hidratación de la pasta de carbono.
Figura 64
Fiagrama obtenido pan inyecciones de tinun 5.o~io~~ mol U’ en medio HBO2/BO2~ 0.1 mol
U’ de pH 8.0 - 2% metanol y/y, mediante FIA-PAD empleando como electrodo indicador un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC. Vg= 200 pL. Caudal: 1.70
mL min’; E~ +0.95 V; E2= -0.3 V; t1= 0.2 s, t= 0.2 s.
Cuando la corriente residual es tan grande que es necesario interrumpir el
experimento y se retira el electrodo indicador de la célula de flujo, puede observarse
a simple vista el aumento en volumen de la pasta de carbono, puesto que sobresale
considerablemente respecto al nivel superficial del soporte del electrodo. En algunas
ocasiones, el hinchamiento es tan grande que puede interrumpir el paso de disolución
portadora por la célula de flujo.
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Todos estos problemas dificultan la aplicación práctica del electrodo de pasta
de carbono modificado desarrollado como detector amperométrico en sistemas en
flujo. Además, su utilización en medios de alto contenido en disolventes orgánicos,
como los eluyentes utilizados en cromatografia líquida, sería mucho más complicada.
El hinchamiento en medios orgánicos que pueden disolver al aglutinante de la pasta
de carbono es mucho más acusado y el electrodo se disuelve en poco tiempo [15].
Como se ha comentado en el apartado de Introducción, una interesante estrategia
para tratar de solucionar estos problemas y mejorar la estabilidad del electrodo es
el empleo de diferentes matrices electródicas, tales como cemento de carbono
conductor [51], grafito-resma epoxi [52-54], carbono-Kel-F [49], o como se verá en
capítulos posteriores grafito-teflón.
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111.3.- EVALUACION CUANTITATIVA DE THIAM Y DISULFIRAM
MEDIANTE TECNICAS QUIMIOMETRICAS MULTIVARIANTES
Como se ha venido comentando en el capitulo anterior, el similar
comportamiento voltamperométrico que exhiben tanto el tiram como el disulfiram
sobre el electrodo de pasta de carbono modificado con fialocianina de cobalto,
impide la determinación simultánea de ambos fungicidas, puesto que sus señales
voltamperométricas interfieren entre si.
Una estrategia para resolver este problema, sin necesidad de emplear técnicas
de separación, es mediante la aplicación de técnicas quimiométricas multivariantes
basadas en el tratamiento matemático de las señales obtenidas. En nuestro caso, el
diseño experimental que se propone es sumamente simple puesto que son solamente
dos los compuestos químicos con los que se va a trabajar. Como técnicas a aplicar
se han escogido, yendo de menor a mayor grado de complejidad, la Regresión por
Componentes Principales (PCR), la Regresión mediante Mínimos Cuadrados
Parciales (PLSR) y el empleo de una Red Neuronal con propagación hacia atrás.
111.3.1.- REGRESION MEDIANTE COMPONENTES PRINCIPALES (PCR) Y
MINIMOS CUADRADOS PARCIALES (PLSR)
Cuando se quieren obtener relaciones entre grupos de variables, el método
de regresión usualmente utilizado es la Regresión Lineal Múltiple (MLR). Para
aplicar MLR es necesario que las variables independientes (agrupadas en la matriz
X) no estén correlacionadas linealmente entre si y que, tanto éstas como los errores
de las predicciones, se distribuyan normalmente. Sin embargo, en muchos casos es
necesario trabajar con variables altamente correlacionadas entre sí (colineales) y que
por tanto, no deberían aparecer en el modelo que se propone, ya que pueden
contribuir significativamente a la varianza de las variables independientes.
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Para soslayar el problema de la colinealidad, es posible construir nuevas
variables independientes linealmente, denominadas variables latentes, reduciendo al
mismo tiempo la dimensionalidad del espacio de las variables independientes. Esta
metodología se conoce como Análisis por Componentes Principales (PCA) [174].
PCA construye variables ortogonales mediante combinaciones lineales de las
variables originales, maximizando además la relación (covarianza) de estas nuevas
variables con las variables originales. De esta forma, puede mantenerse la mayor
parte de la información original (varianza) disminuyendo el número de variables
iniciales. Una vez extraídas las variables latentes, denominadas usualmente en PCA
componentes principales (PCs), se relacionan con las variables independientes
mediante MLR. El principal problema que presenta esta metodología se deriva de
que los PCs han sido calculados sin tener en cuenta su relación con las variables
dependientes y, por tanto, es posible encontrar PCs que, explicando una gran parte
de la varianza de las variables independientes, no contribuyan de la misma forma a
la explicación de las dependientes.
El modelo PLSR (Regresión mediante Mínimos Cuadrados Parciales) calcula
las variables latentes teniendo en cuanta su relación con las variables dependientes.
De esta forma, se mantienen las ventajas del PCA y se obtienen soluciones más
estables que con MLR al no introducir valores propios de la matriz XTX cercanos
o iguales a cero [175].
Los métodos PLS permiten predecir la existencia, o no, de cada uno de los
componentes de una mezcla y, su o sus concentraciones dentro de un intervalo de
error obtenido simultáneamente en el proceso de cálculo. Estos métodos han sido
aplicados en Química Analítica a la resolución de problemas tales como estudios de
interferencias y análisis multivariante con el propósito de disponer de un medio que
facilite la toma de decisiones acerca de cuáles de las variables experimentales son
auténticamente significativas en el sistema químico que se estudia [177-183].
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111L3.1.1.- Descúpción de los modelos matemáticos empleados
Los diferentes modelos comentados en el apartado anterior pueden ser
descritos gráficamente como sigue:
PCR:
PLSR:
X es una matriz de dimensiones NxM, siendo N el número de objetos
(muestras) y M el número de variables (valores de potencial en los
voltamperogramas), con elementos x1~ con h 1 ~
Y es una matriz de dimensiones NxR, siendo R el número de variables de
respuesta (concentraciones), con elementos r~ con k= l,...R.
M rmD ~ M M
= [j 0LL...J • E <PCA)
N N N
H R HD D”J NLI R <MLR)N N
M rnD ML~~i Li E
N N N
1j1R = ~jD 0L1, H R
N N N
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T es una matriz de dimensiones NxD, siendo la matriz de variables latentes
o “scores” de la matriz X, es decir, la matriz de las proyecciones de los objetos sobre
los componentes. Los “scores” indican qué objetos son responsables de la mayor
parte de la varianza de una serie de datos.
pT es una matriz de dimensiones DxM, siendo D el número de variables
latentes utilizadas, con elementos pdjT con d= l,...,D. Contiene los vectores 1”’ de
pesos de las combinaciones lineales o “loadings” (coeficientes que relacionan las
variables de medida con las variables latentes) de la matriz X.
E es la matriz de residuos de X, que contiene el error achacable a los
resultados de las lecturas instrumentales; consecuentemente, la magnitud de los
elementos de la matriz E da idea de la cantidad de mido experimental [184] de las
medidas.
B es una matriz de dimensiones DxR y contiene los pesos que relacionan T
eV.
F es la matriz de residuos de Y, que contiene los errores en la medida de las
concentraciones de los analitos; consecuentemente la magnitud de los elementos de
la matriz F da idea de la cantidad de “ruido químico”.
U es una matriz de dimensiones NxD; es la matriz de variables latentes de
la matriz Y, cuyos elementos serán u1, y representa la asociación existente entre las
variables de medida y las variables latentes de respuesta.
QT es una matriz de dimensiones DxR, y es la matriz de “loadings’
(coeficientes que relacionan las variables de respuesta con las variables latentes) de
la matriz Y. Los “loadings” son los coeficientes de regresión entre cada variable y
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cada factor, e indican directamente cómo contribuye cada variable original a cada
componente
Además, es necesario definir otra matriz que no aparece explícitamente en el
modelo:
W es una matriz de dimensiones MxD, que se conoce como la matriz de
pesos (“loading weights”) de la matriz X, con elementos Wjd ; la matriz W maximiza
la covarianza entre las variables iniciales y las variables latentes de respuesta.
Matemáticamente, las matrices W, U, T, (Y, pT se definen como conjuntos
de vectores propios, columna o fila, obtenidos mediante las siguientes operaciones
[185]:
W matriz de vectores propios, columna, de la matriz producto de matrices: XTYYTX
U matriz de vectores propios, columna, de la matriz producto de matrices: yyT~T
T matriz de vectores propios, columna, de la matriz producto de matrices: XXTYYT
QT matriz de vectores propios, fila, de la matriz producto de matrices: YTXXTY
pT matriz de vectores propios, fila, de la matriz producto de matrices: WTXTXW.
Para obtener las variables latentes, se exige que maximicen la varianza con
las variables iniciales; además, en PLS, se exige a las variables latentes que
maximicen la correlación entre ellas y las variables de respuesta. Matemáticamente,
la condición que deben cumplir las variables latentes es:
PCIt max [var (Xpdt)J
PLS: max [con’ (Y, X’w¿) var (Xw¿fl
Es de esperar, por tanto, que la varianza de las variables independientes
explicada por las variables latentes, sea menor en el caso de PLSR que en el de
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PCA, aunque en la mayoría de las ocasiones, experimentalmente, la reducción es
muy pequeña.
111.3.2.- REDES NEURONALES
Las redes neuronales constituyen un método muy sensible que puede
utilizarse de forma rutinaria para este tipo de predicciones aunque solamente después
de una cuidadosa planificación preliminar y de su puesta a punto a partir de
experimentos de ensayo-error [186].
La teoría de las redes neuronales [187-191] extiende el concepto de la
máquina de aprendizaje lineal (LLM) [192], la primera técnica de identificación de
muestras patrón basada en inteligencia artificial, introducida en Química Analítica
por Jurs, Kowalski e Isenhour a principios de los 70 [193], y que posteriormente se
aplicó al análisis cuantitativo [194].
Los primeros estudios sobre el desarrollo de sistemas que pudiesen aprender
de la experiencia, como se realiza en los seres vivos, tuvieron lugar hacia 1950.
McCulloch y Pitts [195] formularon una teoría para intentar explicar el
funcionamiento cerebral como un órgano computacional. No obstante, las diversas
limitaciones encontradas y su escasa aplicabilidad a la resolución de problemas
reales, restaron interés a la investigación sobre redes neuronales hasta la aparición,
en 1982, del artículo de Hopfield [196]. Este autor introdujo un nuevo concepto, la
“no linealidad” entre la entrada total que recibe una neurona y la salida producida
y transmitida hacia otras neuronas. La introducción de la “no linealidad” y la
posibilidad de “retroalimentación’ en el acoplamiento de salidas con entradas
confiere nueva flexibilidad a la arquitectura de la red neuronal tradicional. Desde la
aparición del artículo de Hopfield, el interés por las redes neuronales ha aumentado
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considerablemente, no sólo entre los científicos interesados por la inteligencia
artificial, sino también en la mayor parte de las restantes áreas de la Ciencia [186].
En el campo de la Química, la teoría de las redes neuronales encuentra
importantes aplicaciones, especialmente por lo que se refiere a la interpretación de
conjuntos de datos complejos como pueden ser los espectros, secuencias de
aminoácidos o series de datos procedentes de procesos de control complejos
[186, 197].
En términos generales, la red neuronal puede representarse como un
dispositivo que recibe una serie de señales de entrada y emite una determinada
información de salida. Para cada problema concreto, es necesario diseñar una red
neuronal y “entrenaría”. El entrenamiento, que suele ser un proceso bastante lento,
es compensado por la gran rapidez en el procesamiento de datos que ofrece la red
entrenada.
El término “redes neuronales” tiene su origen en la similitud de
funcionamiento existente entre el artilugio matemático y las células cerebrales
(Figura 65). La “neurona biológica” recibe una serie de señales de entrada
procedentes de otras neuronas a través de las dendritas. Si la suma de estas señales
en un momento dado excede de un valor umbral determinado, el cuerpo de la célula
genera una señal de salida que se transmite a otras neuronas a través del ztón. La
unión que permite el paso de una neurona a la siguiente se denomina sinapsis. La
magnitud de la influencia de esta señal en la siguiente neurona depende de la
eficiencia de la sinapsis intermediaria. Esta eficiencia se llamafuena de sinapsis.
De forma análoga, la “neurona artificial” (Figura 65) recibe señales
procedentes de otras neuronas (o del exterior) y emite una señal de salida que llega
a la siguiente neurona de la red a través de una conexión que equivale a una sinapsis
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biológica. La fuerza de sinapsis se representa a través de un peso asociado a cada
conexion.
CUOPO DÉ
aCtwL.
Figura 65
Comparación de la estructura de una neurona biológica <a la izquierda) con una neurona
a¡lificial (a la derecha).
El peso es simplemente un número real. Si es positivo, anima a la neurona
que recibe la señal a transmitir su propia señal de salida. Si es negativo, tiende a
disuadir a la neurona de la transmisión de la señal. Cuanto mayor es la magnitud del
peso, mayor es el efecto. Los valores de los pesos asociados a las neuronas en una
red, determinan las propiedades de la red y el entrenamiento se lleva a cabo
modificando estos pesos de forma apropiada. Dentro de cada neurona (llamada]),
tiene lugar un proceso que consta de dos etapas. En primer lugar, todas las entradas
(mp,) se combinan teniendo en cuenta sus pesos para producir una entrada neta
(NeQ. Matemáticamente:
‘ql
ove
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Nelj=~ Inp,w1~
.1
(1)
donde wq representa el peso asociado a la conexión a través de la cual la señal mp1
entra en la neurona]. En el siguiente paso, Neta, se transforma de forma no lineal
para generar la salida Out~. La función que permite el cálculo de Oid), a partir de Ne&
se denomina “función de transferencia”.
Las funciones de transferencia más utilizadas son la función sigmoidal
f(u» í/[1+exp(-u)J (2)
o la llamada función de umbral lógico, mucho más rápida:
f(u) = mix [O , mm (u,1) 1 (3)
Para hacer ambas funciones más adaptables a diferentes escalas y posiciones
de la entrada neta Net (por ejemplo, de un argumento arbitrario u), se suelen emplear
dos coeficientes, a y 9~
u = ay + O (4)
Así, las funciones de transferencia se escriben de forma más general:
f(v) 1/[1+exp(-av+O)] (5)
f(v) = mix { O, mm ¡(ay + 0), 111 (6)
Escribiendo el argumento arbitrario u en términos de la entrada neta de la
neurona] (Ne&) y su salida (0w):
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Ou¶, (NeL,) = 1 ¡ { 1 + exp [-(a~Nefj+ O)I} (7)
Oul~ (Netj) = mix { O, mm [(a1Nef~+ e), 1]} (8)
La ecuación (1) puede a su vez escribirse:
Net~ = ~ (x1w,) + ej (9)
.1
El valor de está implícito en la ecuación anterior como un factor de escala
de los pesos iv ~,. Además de los pesos iv «, se necesita un factor de sesgo, el
parámetro 4,, para determinar el funcionamiento conecto de la neurona j. Cada
neurona] necesita el parámetro 4 para ajustar su entrada global Ne& de fo~a que
pueda aplicarse la función de transferencia con el máximo beneficio para el conecto
funcionamiento de la red.
La arquitectura de una red neuronal viene determinada por la forma en que
las salidas de unas neuronas se conectan con otras neuronas. En la arquitectura
estándar, las neuronas de una red se dividen en grupos llamados “capas”, siendo
posibles arquitecturas mono- y multicapa (poliestratificadas). En la figura 66 se
muestra una red neuronal poliestratificada. Las capas de neuronas existentes entre
la capa de entrada y la capa de salida se denominan capas ocultas. Todas las n
neuronas deuna capa tienen el mismo número, por ejemplo ni, de entradas y, por
tanto, el mismo número de pesos w«, que serán modificados durante el entrenamiento
de la red. Así, todas las neuronas de esta capa reciben simultáneamente la señal de
entrada x (x>, x x J procedente de una serie de neuronas (ni) de la capa
precedente. Las n salidas Out U 1,..., n) de la capa son generadas simultáneamente
a través de la ecuación (7) o (8). En una estructura monocapa, estas salidas
constituyen la respuesta final de la red.
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En una arquitectura multicapa, las n salidas llegan a la siguiente capa,
formada porp neuronas. Esta nueva capa tiene, evidentemente, nxp pesos y produce
p salidas que se propagarán a posteriores capas. La topología de la red, número de
capas y de neuronas en cada capa viene condicionada por la naturaleza del problema
y solo se puede averiguar mediante un proceso de prueba y error, que decidiría la
arquitectura óptima de la red y que es válido para cualquier tipo de red neuronal.
SALIDA
Capade salida
Capas ocultas
Capa de entrada
ENTRADA
Figura 66
Representación de una red neumnal de propagación hacia atnis poliestratificada
El entrenamiento de la red neuronal consiste en encontrar la correcta
combinación de todos los factores de peso iva y de los parámetros ~. y 4 que
produzca las respuestas apropiadas para entradas conocidas (valores de medida
obtenidos con patrones). Para ello, existen diversos procedimientos [197], de los
cuales, el más utilizado recibe el nombre de propagación hacia atrás, que se basa en
la llamada “regla delta” para la corrección de los pesos de cada capa n, 4v
(iv qnuevo - w , durante el aprendizaje de la red:
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= i~ 87 Oulj»’ (10)
Esta regla establece que el cambio de peso ¿1w ~f’en la capa n debe ser
proporcional al error 87 que produce en la salida de la neurona] y a la señal Out7’
procedente de la neurona ¡ de la capa anterior. El parámetro ri se conoce como taso
de aprendizaje.
En el algoritmo de propagación hacia atrás, el cálculo de 4” se realiza
mediante el llamado método de gradiente descendiente. Este método requiere que las
correcciones realizadas vayan siempre encaminadas a la minimización del error E”
en la capan [186].
En general, para conseguir una convergencia más rápida con menos
oscilaciones, y para evitar quedar atrapado en mínimos locales, la ecuación general
para la corrección de los pesos (ecuación 10) se complementa con un término
adicional:
= 8~” Oulj”’ + p. (11)
donde ~¡ se denomina término de momento y ¿1w fl(P>~VÍO) es el cambio del peso w
del ciclo de aprendizaje previo.
111.3.3.- DESARROLLO DEL METODO
El objetivo de este capítulo es realizar el análisis de mezclas de tiram y
disulfiram en la región intermedia del calibrado dinámico de medidas mediante los
métodos quimiométricos referidos anteriormente, con un doble fin: averiguar cuál o
cuáles de los dos fungicidas están presentes en una disolución desconocida y,
lógicamente, proceder a su detenninación cuantitativa asociando un margen de error
a esta predicción.
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El medio de trabajo escogido fue regulador HBO2/B02 0.1 mol L’ de pH 8.0
con un 2% de metanol (y/y). El estudio se realizó en el intervalo de concentraciones
1.0x10~’-9.0xl0
6 mol Ji’ para cada fungicida, a partir de los datos procedentes de
los voltamperogramas obtenidos mediante la técnica diferencial de impulsos tras la
aplicación de un período de acumulación de 180 segundosy utilizando unavelocidad
de barrido de potencial de 10 mV s’ y una amplitud del impulso de 50 mV.
111.3.3.1.- DISEÑO EXPERIMENTAL
Cuando se investiga la dependencia de un determinado proceso de diversos
factores experimentales, es necesario obtener un compromiso entre el tamaño del
espacio paramétrico, definido por el número de variables independientes, y el
número de experiencias que es factible y lógico realizar para la investigación de
aquél. Esta necesidad se concreta en un diseño experimental que, en Química
Analítica, se ha reflejado en la admisión de los métodos quimiométricos
multivariantes como herramienta habitual de trabajo para el análisis simultáneo de
varios componentes en situaciones de baja resolucióny de relación señal-mido poco
favorable.
En este caso, al tratarse solamente de dos compuestos químicos, e] diseño
propuesto es muy simple. Se escogieron 22 combinaciones de tiram y disulfiram, 12
para la calibración (validación interna) y 10 de predicción (validación externa), con
objeto de cubrir el máximo espacio muestral. En la figura 67 se muestra la
disposición final de las muestras y en la Tabla XXIX las combinaciones de las
concentraciones.
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Figura 67
Representación gráfica de las combinaciones de dram y disulfizam escogidas: (•) validación
interna, (O) validación externa
Tabla XXIX
Combinaciones de dram y disu¡firwn utilizadas
Validación interna
0Tú~,’ x 106, mol U’ ~ x 106, mol L~’
0.0
0.0
0.0
2.0
2.0
5.0
5.0
5.0
8.0
8.0
9.0
9.0
0.0
5.0
9.0
2.0
8.0
0.0
5.0
9.0
2.0
8.0
0.0
9.0
Validación
x lOe, mol U’
1.0
1.0
1.0
4.0
4.0
5.0
5.0
6.0
6.0
8.5
lo
a
6-
4-
2-
-J
a
E
o
x
u
a
a
a
a
externa
x 106,mol L.a
1.0
5.0
8.5
4,0
6.0
1.0
8.5
4.0
6,0
5.0
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111.3.3.2.- Regresión mediante PCR y PLSR
Teóricamente los resultados obtenidos al aplicar PLSR deben ser mejores, o
al menos similares, a los que se obtienen mediante PCR. Se ha procedido a la
aplicación de ambos métodos y se han comparado mediante la función RMSEP
(Root Mean of Squares Prediction). Dicha función se defme como:
it
RMSEP= 1~ <y1-99
2
1=1
RRMSEP ..~t!ELT-
c
Generalmente esta función tiende a un mínimo o a un gráfico tipo ladera de
Cattel, escogiéndose la dimensionalidad latente que minimice la función o aquella
donde aparezca el ‘codo’ de la curva. En la Tabla XXX aparecen los resultados de
la magnitud RMSEP obtenida comparando los dos métodos de regresión
mencionados.
A partir de los datos de la Tabla XXX puede deducirse que para el tiram,
tanto en PCR como en PLSR, el número óptimo de variables latentes es de 7,
mientras que para el disulfiram es de 6. Además, para los dos pesticidas, el resultado
de PLSR es mejor que el de PCR, alcanzándose la constancia del error con un menor
número de dimensiones latentes, confirmándose lo que se esperaba.
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Tahía XXX
Resultados obtenidos aplicando FCR y PLSR como RMSEPA mol U’ *1t1ó
Dimensión
Tiram Disulfiram
PLSR PCR PLSR PCR
1 1.43 0.95 1.91 2.00
2 0.94 0.95 1.03 1.03
3 0.87 0.95 1.23 1.03
4 0.83 1.11 1.17 1.24
5 0.70 0.89 1.23 1.22
6 0.73 0.82 1.17 1.07
7 0.67 0.67 1.29 1.28
8 0.65 0.70 1.26 1.28
9 0.64 0.68 1.25 1.26
10 0.64 0.68 1.25 1.28
Es posible la existencia de datos experimentales que no sean
representativos de la población real (en este caso las concentraciones de los dos
pesticidas). Estos datos anómalos o extremos (“outliers”) suelen influir en la
construcción de los modelos, dando lugar a relaciones falsas entre las variables
independientes y las dependientes.
La detección de los datos anómalos se realizó en el número óptimo de
variables latentes para ambos compuestos. En las siguientes tablas aparecen los
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resultados de las predicciones y los residuales, en tanto por ciento, correspondientes
a los modelos construidos con 7 variables latentes para el tiram y 6 para el
disulfiram.
Tabla XXXI
Tiram. Predicciones con 7 variables latentes para el conjunto empleado en la val,idac¡ón
externa del tiren
Muestra 0*106, mol L~’ Cpred* 106, mcl L’ ER(%)
1 1.0 0.7 30
2 5.0 3.4 32
3 1.0 1.1 10
4 1.0 1.3 30
5 8.5 7.9 7
6 5.0 5.4 8
7 4.0 3.9 3
8 6.0 6.2 3
9 4.0 5.0 25
10 6.0 6.3 5
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Tabla XXXII
Predicciones con 6 variables latentes para el conjunto empleado en la validación externa del
disulfiram
Muestra c*l0&, mol L~’ epred* 106 mcl L~’ ER(%)
1.0 0.8 20
2 1.0 3.8 280
3 5.0 5.1 2
4 8.5 7.0 18
5 5.0 4.3 14
6 8.5 8.5 0
7 4.0 4.5 13
8 4.0 4.8 20
9 6.0 4.8 20
10 6.0 5.2 13
La muestra 2 del conjunto de validación externa presenta errores muy altos,
especialmente por lo que se refiere a la concentración de disulfiram, en comparación
con los demás, por lo que se ha decidido eliminarla y referir los datos sin
considerarla en una predicción posterior. En la TablaXXXIII aparecen los resultados
de la validación externa sin tener en cuenta la contribución al error de la muestra 2.
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Tabla XXXIII
Resultados refinados de PCI? y PLSR como R&ISEF~ *mol JA * 106
Dimensión
Tiram Disulfiram
PLSR PCR PLSR PCR
1 1.44 1.00 1.77 1.85
2 1.10 0.99 0.94 0.94
3 0.92 0.99 1.25 0.95
4 0.62 1.17 1.11 1.23
5 0.59 0.94 0.99 1.26
6 0.64 0.86 0.80 1.06
7 0.45 0.50 0.94 1.02
8 0.43 0.51 0.88 1.01
9 0.42 0.45 0.87 0.95
10 0.42 0.45 0.87 0.88
El número óptimo de variables latentes se conserva en 7 y 6 para el tiram
y el disulfiram, respectivamente. No obstante, el resultado de RMSEP mediante
PLSR para el tiram ha descendido de ±0.67hasta ±0.45y para el disulfiram de
±1.17hasta ±0.80,confirmándose la elevada influencia que tenía la muestra 2 en el
error de los resultados.
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En la siguiente Tabla se resumen los valores de las funciones de error
RMSEP y RRMSEP para los dos fungicidas empleando el número óptimo de
variables latentes para cada uno de ellos.
Fungicida RMSEP
x106 mol U’
RRMSEP
Tiram
Disulfiram
±0.45
+ 0.80
11.1
15.1
111.3.3.3.- Aplicación de redes neuronales mediante propagación hacia atrás
Las redes neuronales han sido aplicadas en análisis cuantitativo
fundamentalmente cuando al aplicar algoritmos lineales (PCR, PLSR, ...) la varianza
residual obtenida no se considera aceptable, sospechándose la existencia de
relaciones no lineales. Puesto que en el problema concreto que nos ocupa, la
aplicación de PCR y PLSR a las mezclas de los fungicidas ha dado lugar a valores
de RRMSEP superiores al 10%, tanto para el tiram como para el disulfiram, parece
aconsejable el empleo de redes neuronales con objeto de obtener predicciones más
fiables.
Se ha aplicado una red sencilla, consistente en una capa de entrada, una
ocultay otra de salida, empleándose el algoritmo de propagación hacia atrás para su
entrenamiento. Se han escogido los datos de las combinaciones de los pesticidas
empleadas en la calibración con PCR y PLSR y, como entradas de la red, las
variables latentes obtenidas. Es de destacar que, a nuestro entender y considerando
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la literatura que se ha consultado, es la primera vez que se emplean componentes
PLS como entradas. En principio, el uso de estos componentes debe mejorar los
resultados obtenidos con la utilización de componentes PCA, debido a que cuando
se obtienen aquellos se tiene en cuenta su relación con las variables de respuesta
mientras que en PCR no.
La topología óptima de los modelos para cada compuesto se ha obtenido
mediante un proceso de prueba y error, y se puede expresar como a:b:c, siendo a el
número de entradas, b las neuronas en la capa oculta y c las neuronas en la capa de
salida, que en este caso siempre son iguales a 1. Se ha empleado una red para cada
compuesto.
Se ha variado el número de unidades ocultas, el tipo de función de
transferencia y el número de entradas. En este último caso se han empleado 10
componentes principales, PCA y PLS, y el número óptimo de componentes para
cada compuesto comentado en el apartado 111.3.3.2.
111.3.3.3.1.- Especificaciones de las redes utilizadas
En la tabla XXXIV aparecen los diferentes parámetros que se han empleado
en las redes neuronales.
El término de momento fue fijado en O debido a que se obligó a que la tasa
de aprendizaje descendiera a medida que avanzaba el entrenamiento. Fijar la tasa de
aprendizaje no es deseable ya que puede causar saltos continuos sobre el mínimo de
la superficie del error, no manteniéndose la dirección de descenso de éste; para
evitarlo se pueden adoptar dos estrategias:
- Técnica del término de momento: añadir una fracción del incremento de los
pesos de la iteración anterior.
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- Disminución de la tasa de aprendizaje a medida que avanza éste, con esto
se evita lo descrito anteriormente. Esta técnica ha sido la adoptada.
Tabla XXXIV
Características de las redes neuronuJes utilizadas
PARAMETROS J DESCRIPCION
Neuronas de entrada 6, 7 ó 10 Componentes PCA o PLSR
Neuronas ocultas Variable entre 1 y 7
Neuronas de salida 1 en todos los casos
Tasa de aprendizaje (TÚ Variable en función del desarrollo del
aprendizaje: linealmente descendiente
entre 0.9 y 0.001
Término de momento (ji) O en todos los casos
Función de transferencia capa de Lineal
entrada
Función de transferencia capa oculta Sigmoidal
Función de transferencia capa de Lineal o Sigmoidal
salida
Número de iteraciones 500
HL3.3.3.2. - Resultados
En las Tablas XXXV a XXXVIII se recogen los resultados obtenidos al
aplicar dicha metodología.
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Tabla XXXV
Resultados obtenidos para el tfrwn cuando se utilizan como entradas los componentes PCA,
expresados como &RMSEP *106 mol U’
Unidades
M=lO M=7
ocultas Lineal Sigmoidal Lineal Sigmoidal
1 0.63 0.62 0.54 0.68
2 0.54 0.58 0.48 0.66
3 0.47 0.544 0.53 0.61
4 0.48 0.546 0.52 0.59
5 0.49 0.524 0.55 0.59
6 0.54 0.532 0.58 0.59
7 0.59 0.513 0.61 0.59
Tabla XXXVI
Resultados obtenidos para el disulfiram cuando se utilizan como entradas los componentes
PCA, expresados como *RMSEP *106 mol U’
Unidades
M=l0 M=6
ocultas Lineal Sigmoidal Lineal Sigmoidal
1 0.89 0.83 2.02 1.16
2 0.95 0.76 1.59 1.07
3 0.88 0.75 1.33 1.04
4 0.86 0.74 1.34 1.10
5 0.81 0.77 1.32 1.00
6 0.96 0.77 1.48 1.01
7 0.94 0.79 1.48 0.99
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Tabla XXXVII
Resultados obtenidos para el dram cuando se utilizan
expresados como *R.M’SEP *106 mol L’
como entradas los componentes PLS,
M=10
Unidades
M=7
ocultas Lineal Sigmoidal Lineal Sigmoidal
1 0.41 0.71 0.54 0.74
2 0.35 0.68 0.45 0.72
3 0.34 0.67 0.42 0.72
4 0.34 0.66 0.42 0.68
5 0.35 0.66 0.51 0.70
6 0.47 0.65 0.65 0.68
7 0.66 0.65 0.71 0.68
Tabla XXXVIII
Resultados obtenidos para el disulfiram cuando se utilizan como entradas los componentes
PLS, expresados como *RMSEP ~1O~mol 12
Unidades
M=10 M=6
ocultas Lineal Sigmoidal Lineal Sigmoidal
1 0.81 0.78 1.01 1.24
2 0.80 0.74 1.11 1.22
3 0.79 0.76 1.14 1.12
4 0.77 0.74 1.16 1.11
5 0.77 0.74 1.18 1.07
6 0.78 0.78 1.15 1.05
7 0.77 0.77 1.24 1.03
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En general, la función RMSEP de los modelos con componentes PLSR
como entradas es menor que utilizando componentes PCA. Además, RMSEP es
menor si se emplean 10 componentes principales en vez del número óptimo de
componentes o PLSR. Estos resultados muestran que, en nuestro caso concreto,
cuanto mayor es el número de componentes utilizados en el cálculo, mejor son los
resultados obtenidos con la red neuronal, en contraposición a cuando se emplean
modelos lineales, PLS o PCR, donde la importancia de tales componentes decrece
a medida que se calculan éstos.
En el modelo no lineal utilizado, la red neuronal, los componentes de menor
entidad parece que juegan un papel importante, sobre todo en el tiram donde se ha
conseguido una disminución de RMSEP de 0.45 (PLSR) a 0.35 (red neuronal).
Merece destacarse los resultados para el disulfiram cuando se trabaja con 6
componentes principales, PCA o PLSR, porque no siguen la tendencia comentada.
RMSEP para los modelos constituidos con los componentes PCA y función sigmoide
de salida son ligeramente mejores que los obtenidos empleando PLSR.
El mejor resultado para el tiram es el obtenido con una. topologia 10:2:1, 10
entradas, 2 neuronas ocultas, y función lineal de salida. Para el disulfiram los
resultados son muy parecidos en todos los casos. También se ha escogido para este
fungicida un modelo de topología 10:2:1, pero con función sigmoidal de salida.
Fungicida RMSEP
x106 mol L’
RRMSEP
Tiram
Disulfxram
±0.35
+ 0.74
7.4
13.4
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Figura 68
Relación entre la concentración calculada mediante el modelo de red neuronal propuesto y la
concentración real de dram pan los conjuntos de validación interna y externa
o 2 4 6 8
Concenúadóri real, rrc¡ Li x 106
Figura 69
Relación entre la concentración calculada mediante el modelo de red neumnal propuesto y la
concentración real de disuifinin pan los conjuntos de validación interna y externa
lo
8
6
4
2
o
ib
x
4
1
8 10
10
<6ru
1
—r
—t
—I
~1 A-’
- ¡ 1 ¡
¡ +
• +
• 3•
.3 ¼-
.1 .+ +
• ¡
• ¡
- 1 . Validación interna
±Validaciónexterna
SA-
8
6
4
2
o
lo
174 Resultados y Discusión
En las Figuras 68 y 69 se muestran las relaciones existentes entre la
concentración calculada y la real para cada compuesto en las condiciones óptimas.
Como conclusión, puede decirse que el uso de redes neuronales produce una
mejora de los resultados obtenidos por lo que se refiere a la predicción cuantitativa
de las mezclas de los dos fungicidas estudiados. Esta mejora puede ser debida a una
pérdida de linealidad en la señal analítica obtenida para la medida voltamperométrica
de dichas mezclas.
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111.4.- DESARROLLO DE ELECTRODOS COMPOSITOS DE GRAFITO-
POLI(TETRAFLUOROETILENO) -TEFLON-. DETERMINACION
VOLTAMPEROMETRICA DE TIRAM Y DISULFIRAM
En el capítulo 111.1, se ha puesto de manifiesto en varias ocasiones la
necesidad de desarrollar nuevos materiales electródicos que presenten características
apropiadas tanto para su empleo como electrodos voltamperométricos, como
especialmente como detectores en sistemas en flujo. En este contexto, los electrodos
compósitos de grafito-poli(tetrafluoroetileno) -teflón- ofrecen una resistencia
mecánica y química mucho mayor que los electrodos de pasta de carbono, mientras
que mantienen las principales ventajas derivadas de su naturaleza compósita, como
una relación señal/mido mucho más favorable que la que se da en los electrodos
sólidos convencionales [2].
En este capitulo se ha fabricado y puesto a punto un electrodo compósito de
grafito-teflón y se ha estudiado el comportamiento voltamperométrico en oxidación
de los fungicidas tiram y disulflram sobre este tipo de electrodo con objeto de
verificar las características de dichos electrodos compósitos como electrodos
voltamperométricos.
111.4.1.- COMPORTAMIENTO VOLTAMPEROMETRICO MEDIANTE
BARRIDO LINEAL
Puesto que los fungicidas estudiados ofrecen una buena señal de oxidación
sobre los electrodos de pasta de carbono modificados con CoPC en medios
aproximadamente neutros (apartado 111.1.2.2), se ha decidido emplear como medio
de trabajo para las investigacionespreliminares sobre los electrodos de grafito-teflón,
regulador H2P047HP04
2 0.1 mol L’ de pH 7.4 tanto para el tiram como para el
disulfiram.
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En primer lugar, se procedió a observar la respuesta de un electrodo de
grafito-40% teflón sumergido en una disolución de tiram en el medio indicado,
cuando se realiza un barrido de potencial entre 0,0 y + 1.2 V mediante
voltamperometría de barrido lineal (LSV). No se obtuvo ninguna señal de oxidación
apreciable para concentraciones de fungicida inferiores a 1.OxlO~’mol L~’. Solamente
a niveles de concentración de tiram superiores a 5.0x1O~5 mol L” puede observarse
un pico de oxidación bien definido (Figura 70).
Figura 70
Volta¡nperognmas, en LSV, sobre un electrodo compósito de grafito-teflón de disoluciones
de dram (1) 5.0x10’ mol U’, (2) 1.OxlO’5 y (3) 5.0x105 mol U’; H,PO
4~/HIPO4
2~ 0.1 mol U’,
pH 7.4; v 50 mV 5’
En el caso del disulfiram los resultados fueron similares, no observándose un
pico de oxidación bien definido sobre el electrodo compósito de grafito-40% de
teflón hasta que la concentración de fungicida en disolución era superior a 1.0x105
mol 12’.
I 5
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111.4.2.- ADSORCION DE LOS FUNGICIDAS SOBRE EL ELECTRODO
COMPOSITO
En el capitulo 111.1 de esta Memoria se ha demostrado que, tanto el tiram
como el disulfiram, se adsorben a circuito abierto sobre la superficie de los
electrodos de pasta de carbono modificados con Italocianina de cobalto, habiéndose
aprovechado esta circunstancia con fines de preconcentración de los analitos.
Basándonos en estos resultados, se investigó la posibilidad de que el proceso
de adsorción de estos fungicidas tuviese también lugar sobre la superficie de los
electrodos compósitos de grafito-teflón. Para ello, se emplearon disoluciones de los
fungicidas 1.0x105 mol L’ en medio regulador fosfato 0.1 mol L~’ de pH 7.4,
aplicando un período de acumulación a circuito abierto de 300 segundos. A
continuación se barrió linealmente el potencial entre 0.0 V y +1.2 V.
Tanto en el caso del tiram (Figura 71) como del disulfiram (Figura 72), se
observa un fuerte aumento en la intensidad del pico correspondiente si se comparan
con los voltamperogramas obtenidos sin ningún tiempo de acumulación, como
resultado de la adsorción de los fungicidas sobre la superficie del electrodo.
Puesto que no se ha apreciado dependencia alguna de la intensidad de pico
con el potencial aplicado al electrodq durante el periodo de acumulación, se escogió,
para ambos fungicidas, un potencial de acumulación de 0.0 V, que coincide con el
potencial inicial de barrido de los voltamperogramas.
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Figura 71
Voltampeingramas, en LSV, de dram 1.0x105 mol 12’ sobre un electmdo compósito de
grafito-40% teflón; H
2PO¿IHPOft 0.1 niol II’, pH 7.4. ( ) sin acumulación, (—) con un
periodo de acumulación de 300 segundos; v 50 mV st
0.8 0.9
E. Y
Figura 72
Volta¡npewgramas, en ISV, de disulflram 1.0x10
5 mol 12 sobre un electmdo compósito de
grafito-40% teflón; H
2P0¿/HPOt 0.1 mol L’, pH 7.4. ( ) sin acumulación, (—) con un
periodo de acumulación de 300 segundos; v 50 mV s’.
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111.4.2.1.- Optimización de la composición del electrodo
La relación grafito-teflón se ha optimizado mediante voltamperometría de
barrido lineal, empleando en todos los casos un período de acumulación de 5
minutos a 0.0 y.
Así, en el caso del tiram, en la Figura 73 y en la Tabla XXXIX se muestran
los resultados obtenidos para una disolución 5.0x106 mol L’ del fungicida, en medio
fosfato 0.1 mol L4 de pH 7.4, cuando se emplean electrodos compósitos fabricados
con mezclas de grafito y teflón de diferentes proporciones. En el caso del disulfiram,
los resultados correspondientes se recogen en la Tabla XL y se representan en la
Figura 74.
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Figura 73
Voltaniperogramas de banido lineal de dram 5.0x10~’ mol TV sobre electrodos compósitos de
grafito-teflón con porcentajes de teflón diferentes; H
1PO.¿/HPO4
2~ 0.1 ¡nol L’, pH 7.4; t~ 300
s; E,~= 0.0 V; v= 50 mV st
o
0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5
E,V
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Tabla XXXIX
Influencia de la proporción de teflón en el electrodo compósito sobre la señal de oxidación
de dram 5. Oxí 0.6 mollA mediante voltwnperometría de barrido lineal H/’O¿/HP04
2 0.1 mol
12, pH 7.4; tr= 300s; £~ 0.0 V; v= 50 mV s1•
0.3 0.8 0.9 1.2
E,V
Figura 74
Volta¡npemgramas de banido lineal de disulfirain 5.0x104 mol L’ sobre electrodos compósitos
de grafito-teflón con porcentajes de teflón diferentes; H
2PO¿/11P04
2 0.1 mol L’, pH 7.4; t,~=
300 s; Ej~ 0.0 y; v= 50 mV s~.
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Tabla XL
Influencia de la proporción de teflón en el electrodo compósito sobre la señal de oxidación
de disulfiram 5. Ox) (~6 molU’ mediante voltaniperometría de barrido lineaL H2PO¿/HP042 0.1mol L’, pH 7.4; t~ 300 5; Ej 0.0 V; v 50 mV st
% Teflón 1TOTAL’ j.iA hONDO’
1iA
20 103.5 16.3 6.4
40 39.5 2.9 13.6
60 17.6 1.6 11.4
80 4.0 0.54 7.4
Como puede observarse, tanto la corriente de oxidación de ambos
fungicidas como la corriente de fondo disminuyen al aumentar el porcentaje de
teflón en el electrodo. En ambos casos, la máxima relación señal-ruido se obtuvo con
el electrodo que contiene un 40% de teflón.
Por otra parte, para escoger la proporción óptima de fase aislante también es
necesario considerar que la resistencia mecánica de las pastillas resultantes
disminuye a medida que lo hace la proporción de teflón en el material compósito.
Se ha comprobado que las pastillas fabricadas con mezclas que contienen un 40%
de teflón presentan una resistencia mecánica suficiente para su manipulación y
empleo como electrodos voltamperométricos. Así, por ejemplo, va a ser posible
cortar diversas porciones a partir de la pastilla original y lijar la superficie del
electrodo para su regeneración manteniendo la integridad del material compósito.
Estos resultados contradicen lo sugerido por Klatt y col. [55] quienes recomendaban
altos contenidos en teflón (90-85%).
Teniendo en cuenta estos resultados, se ha decidido utilizar electrodos
indicadores fabricados con mezclas que contienen un 60% de grafito y un 40% de
teflón.
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En la Figura 75 se muestra un micrografia de barrido electrónico de la
superficie de uno de estos electrodos, donde pueden observarse claramente las
características propias de compósito consolidado de este material.
Figura 75
Micmgmfla de batido electrónico de la supeifucie de una pastilla de grafito-40% teflón
111.4.2.2.- Regeneración electrnquímica de la superficie electrúdica
Se ha comprobado que es posible regenerar electroquimicamente la superficie
del electrodo después de cada medida mediante la aplicación de un potencial de -1.2
y durante 30 segundos. Este potencial de limpieza se escogió a partir de los
voltamperogramas cíclicos de tiram y disulfiram, registrados tras la preconcentración
de los fungicidas sobre la superficie del electrodo durante 300 segundos. A modo de
ejemplo, en la Figura 76 se muestra el voltamperograma cíclico obtenido para el dram.
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Figum 76
Voltampemngnuna cíclico de tiram 1.0x10~ mol U’ sobre un electrodo compósito de grafito-
40% teflón; H2PO¿/IIPO2~ 0.1 mol L~’, pH 7.4; tj 300 s; Ej 0.0 V; v 50 mV st
Puesto que aparece un pico catódico a - 1.08 V en el caso del tiram y a - 1.17
V en el caso del disulflram, se escogió un potencial de - 1.2 V para la limpieza
electroquímica del electrodo compósito. La aplicación de este potencial durante 30
segundos es suficiente para conseguir una regeneración efectiva de la superficie
electródica, lo que constituye una gran ventaja con respecto al empleo de los
electrodos de pasta de carbono modificados con CoPC desarrollados en el capítulo
111.1 de esta Memoria, donde era necesario renovar la superficie del electrodo con
pasta nueva después de cada medida.
—0.6 0.0 • 0.8
E.V
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111.4.2.3.- Comportamiento voitampewmétrico mediante banido lineal
Los voltamperogramas de barrido lineal obtenidos sobre el electrodo
compósito de grafito-40% teflón para tiram y disulfiram muestran uno o dos picos
de oxidación dependiendo de la concentración de fungicida. El primero de ellos, que
es también el más intenso, aparece en ambos casos a un potencial unos 200 mV
menos positivo que los picos de oxidación obtenidos para estos fungicidas sobre un
electrodo de pasta de carbono en las mismas condiciones de trabajo, como se puede
ver en Jas Figuras 77 y 78. Además, es evidente que Ja corriente de pico es, en
ambos casos, mucho más alta sobre el electrodo compósito.
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Figura 77
Voltampengramas, en LSV, de dram 1.0x1O~5 mol 12’ sobre: (—) un electrodo compósito
de grafito-40%teflón, ( ) un electrodo de pasta de carbono; H
2PO4JH¿P04
2 0.1 mol L~’, pH
7.4; t¿~ 300 5; Ej 0.0 V; v= 50 mV s’.
0 0.3 0.6 0.9
E, V
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Figura 78
Voltamperogramas, en LSV, de disulflram 1.0x105 mol 12’ sobre: (—) un electrodo
compósito de gnfito-40% teflón, ( ) un electrodo de pasta de carbono; H
2P04/HPO¿ 0.1
mol 12’, pH 7.4; t= 300 5; Ej 0.0 V; v= 50 mV s’.
Los voltaznperogramas que se representan en estas figuras han sido
registrados tras la aplicación de un período de acumulación de 5 minutos,
confirmándose de nuevo que los procesos de adsorción de los fungicidas sobre la
superficie del electrodo compósito de grafito-teflón pueden aprovecharse como una
etapa de preconcentración efectiva previa a la medida cuantitativa de las señales de
oxidación de tirain y disulfiram.
La optimización de las distintas condiciones de trabajo que afectan a las
señales voltainperométricas de ambos fungicidas, tras su adsorción sobre la
superficie del electrodo de grafito-teflón, se ha realizado mediante voltamperometría
de barrido lineal empleando una velocidad de barrido de potencial de 50 mV s’.
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111.4.2.3.1.- Efecto del pH
La influencia del PH sobre el potencial y la intensidad de los picos de
oxidación de tiram y disulfiram se ha examinado para cada fungicida a un nivel de
concentración de 5.0x106 mol Lt utilizando un electrodo compósito de grafito-40%
teflón y un periodo de acumulación de 300 segundos a 0.0 V, en medio regulador
Britton-Robinson 0.1 mol u, cubriendo el intervalo de pH desde 1.5 hasta 11.9. En
estas condiciones, el segundo pico menos intenso mencionado anteriormente es tan
pequeño que no se puede medir con precision.
Tabla XLI
Influencia delpH sobre ¡a intensidad de pico, 1,,, y elpotencial de pico, E,,, de tirana, en LSV,
sobre un electrodo de grafito-40% teflón. Tirana 5.0x11T6 mol t~ Brilton-Robinson 0.1 mol
L.’; tiempo de aewnulación: 300 s; E = 0.0 y; v 50 mV 1’.
pH i~,~zA E~, V
1.7 10.9 0.783
2.1 15.8 0.783
3.2 18.7 0.774
4.1 24.5 0.764
5.1 24.9 0.744
6.1 27.4 0.730
7.1 28.5 0.720
8.1 28.5 0.710
9.0 28.9 0.705
9.9 30.5 0.695
11.1 29.8 0.680
11.9 16.9 0.675
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En el caso del tiram, los resultados aparecen recogidos en la Tabla XLI y
se representan en la Figura 79. Al aumentar el valor del pH se observa un
desplazamiento del potencial de pico hacia valores menos positivos, lo que indica
la existencia de una reacción de protonación acoplada al proceso de oxidación del
fungicida. No se observó ningún punto de corte claro en esta representación a pesar
de haberse encontrado en la bibliografia [1] un valor de pK de 6.0 para este
fungicida. Por otro lado, la intensidad de pico aumenta con el pH hasta pH 6.0,
permaneciendo prácticamente constante para valores de pH superiores hasta pH 11.1.
En medios más básicos se observa una brusca disminución de la intensidad de pico,
probablemente como consecuencia de la hidrólisis del tiram en medio alcalino.
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Figura 79
Influencia del pH sobre ~ (@) ~ ~ <u), en LSV, de dram 5.0x104 mo! L’ sobre un electrodo
de grafito-40% teflón; Britton-Robinson 0.1 mol II’; tiempo de acumulación: 300 s; E<= 0.0
v 50 mV st
Por lo que respecta al disulfiram, los resultados de este estudio se recogen en
la Tabla XLII y se muestran en la Figura 80. La representación del potencial de pico
frente al pH da lugar ahora a dos tramos lineales con distinta pendiente cuya
¡ 1
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intersección tiene lugar a pH 5.7, valor que podría corresponder al pK~ del disulfiram
adsorbido. La variación de la intensidad de pico con el pH es muy similar a la
observada para el tirain. La intensidad de pico aumenta al disminuir la acidez del
medio, más fuertemente en la zona de pH comprendida entre 5.1 y 7.1, para
mantenerse prácticamente constante ente pH 7.1 y pH 11.1 y volver a disminuir
bruscamente a pH 11.9, probablemente como consecuencia de la inestabilidad de la
disolución del fungicida, al igual que ocurría en el caso del tiram.
Tabla XLII
Influencia delpH sobre la intensidad de pico, ii,, y el potencial de pico, E,,, de disulfirana, en
LS1’, sobre un electrodo de grafito-40% teflón Disulfirana 5. Oxí «6 mo! L~’; Britton-Robinson
0.1 mol E’; tiempo de acwnulación: 300 5; Ej 0.0 V,~ v= 50 mV st
pH í~,gA E~,V
1.5 6.60 0.837
2.1 10.87 0.823
3.1 12.72 0.810
4.1 15.75 0.780
5.1 17.38 0.760
6.1 23.44 0.740
7.1 35.77 0.734
8.1 35.24 0.724
9.0 37.26 0.714
10.0 34.38 0.704
11.1 34.88 0.684
11.9 13.50 0.670
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Figura 80
Influencia del pH sobre 1,, (e) y E~ (U), en 1.SV, de disulfimni 5.0x10~’ ¡nol 12 sobre un
electrodo de grnfito-40% teflón; Britton-Robinson 0.1 mol 12’; tiempo de acumulación: 300
5; Ej 0.0 V; v= 50 mV st
Este comportamiento con el pH parece indicar que se produce una adsorción
más eficiente de las correspondientes formas desprotonadas de ambos fungicidas.
Teniendo en cuenta estos resultados, se ha considerado apropiado para
estudios posteriores el medio constituido por regulador fosfato 0.1 mol L’ de pH
7.4, tanto para el tiram como para el disulflram.
U1L4.2.3.2.- Influencia del tiempo de acumulación
La dependencia de la corriente de pico con el período de acumulación se ha
estudiado para cada fungicida a tres niveles de concentración: I.OxlOt 5.0x106 y
5.0xl0~7 mol L4. Los resultados obtenidos para el tiram se recogen en las Tablas
XLIII, XLIV y XLV, y se representan en las Figuras 81 y 82.
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Tabla XLIII
Influencia del tiempo de acumulación sobre la intensidad del pico de oxidación de tirana, en
LSV, sobre un electrodo de grafito-40% teflón. Tiram 1.0x1ff5 molI.Y;H2PO;/HPOf 0.1 mol
U’, pH 7.4; Ej 0.0 V; v 50 mV st
Tabla XLIV
Influencia del tiempo de acwnulación sobre la intensidad del pico de oxidación de tiram, en
LSV, sobre un electrodo degrafito-40% teflón. Tiren 5. Oxí «6 molL~’; H~PO<¿/HPOf 0.1 mol
U’, pH 7.4; Ej 0.0 V; v= 50 mV s±
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Tabla XLV
Influencia del tiempo de acumulación sobre la intensidad del
LSV, sobre un electrodo degrafito-40% teflón. Tirwn 5.0x10’
U’, pH 7.4; Ej 0.0 y; v 50 mV st
pico de oxidación de dram, en
inol E’;H2P04/11P04
2 0.1 mo!
s í~, gA
o
60 0.53
120 1.37
180 1.67
240 2.23
300 2.35
360 2.43
480 2.62
600 2.73
Influencia del tiempo de acumulación sobre la intensidad del pico de oxidación de dram, en
LSV, sobre un electrodo de grafito-40% teflón. ‘Dram (e) 1.0x10~5 mol 12’, (U) 5.0x10’ mol
L~’; H
2P04/HP04
2 0.1 mol 12’, pH 7.4; Ej 0.0 y; v 50 mV s’.
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Figura 82
Influencia del tiempo de acumulación sobre la intensidad del pico de oxidación de dram, en
LSV, sobre un electrodo de grnfito-40%teflón. ‘Dram 5.0x1O~7 mol U’; H2P041HP04
2 0.1 mol
L’, pH 7.4; Ej 0.0 V; v= 50 mV st
Para una concentración de tiram 5.0x107 mol L’, la corriente de pico
aumenta con el tiempo de acumulación hasta los 300 segundos, manteniéndose
prácticamente constante para tiempos más largos. Sin embargo, para los dos
intervalos de concentración superiores, la intensidad de pico aumenta en todo el
intervalo de tiempos estudiado, aunque más acusadamente al principio y más
suavemente por encima de 240 segundos.
En el caso del disulfiram, los resultados se recogen en las Tablas XLVI,
XLVII y XLVIII, y se muestran en las Figuras 83 y 84. Como puede observarse, la
corriente de pico aumenta con el tiempo de acumulación en el intervalo de tiempos
comprendido entre 0 y 20 minutos para todos los niveles de concentración
ensayados, aunque, como en el caso del tiram, la pendiente de las curvas i,-t~ va
disminuyendo conforme aumenta el tiempo de acumulación.
0 2 4 6 8
t• miii
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Tabla XLVI
Influencia del tiempo de acwmdación sobre la intensidad delpico de oxidación de disulfiram,
en LSy, sobre un electrodo degrafito-40% teflón. Disulfirwn 1.Oxl(A molt’;H2PO¡/HPO/~
0.1 mol U’, pH 7.4; Ej 0.0 V; v 50 mV s~’.
mm í,,, 1xA
o
1 19.2
2 33.0
3 43.6
4 53.1
5 61.4
10 88.6
15 • 105.5
20 117.7
Tabla XLVII
Influencia del tiempo de acumulaciónsobre la intensidad delpico de oxidación de disulfirana,
en LSy, sobre un electrodo degrafito-40% teflón. Disulfiram 5.0x1ff6 mo/U’; HyO;/HPOf0.1 mol U’, pH 7.4; Ej 0.0 V,, v 50 mV st
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Tabla x~vm
Influencia del tiempo de acumulación sobre la intensidad del pico de oxidación de disulfiram,
en LSV, sobre un electrodo de grafito-40% teflón Disulfirana 5.OxltP mol U’;H2PO,¿/I1PO42~0.1 mo! U>, pH 7.4; E = O.OV;v’SOmVs’.
t~, mm i,,, gA t~, mm í,,, gA
0 6 7.09
1 1.54 8 8.63
2 2.75 10 10.1
3 4.16 15 13.0
4 5.44 20 15.2
5 6.25
125
100 -
.75
pA
50
25
O
Figura 83
Influencia del tiempo de acumulación sobre la intensidad del pico de oxidación de disulfiram,
en LSV, sobre un electrodo de gmfito-40% teflón. Disulfinm (@) 1.Ox10~5 mol U’, (U)
5.OxlO6 mo! U’; H
2PO4JHPO¿ 0.1 mo! L’, pH 7.4; Ej 0.0 V; v= 50 mV s’.
O 5 10 15 20
t, mlii
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Figura 84
Influencia del tiempo de acumulación sobre la intensidad del pico de oxidación de disulfinun,
en LSV, sobre un electrodo de grnfito-40% teflón. Disulfinm 5.Oxio7 mol Ti’; H2P041HP04
2
0.1 mol L’, pH 7.4; Ej 0.0 V; v= 50 mV s’.
Como un compromiso entre sensibilidad y tiempo de análisis se ha escogido,
tanto para el tiram como para el disulfiram a cualquier nivel de concentración, un
período de acumulación de 300 segundos.
Por otra parte, el período de acumulación no afectaba a los valores del
potencial de pico en ningún caso.
111.4.2.3.3.- Efecto de la velocidad de barrido de potencial
La influencia de la velocidad de barrido de potencial, sobre la respuesta
electroquímica de los fungicidas a un nivel de concentración de 5.0x106 mol L’, se
ha estudiado mediante voltamperometria de barrido lineal, entre 5 y 1000 mV st
tras la aplicación de un período de acumulación de 300 segundos a 0.0 y. Sólamente
5 10 15 20
t, mlii
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se ha considerado su influencia sobre el primer pico que aparece en el
voltamperograma por ser el de interés analítico.
Los resultados obtenidos para el tiram se muestran en la Tabla IL y en las
Figuras 85 y 86, mientras que para el disulflram, los resultados se recogen en la
Tabla L y se representan en las Figuras 87 y 88.
Tabla It
Influencia de la velocidad de barddo de potencial, en LSV, sobre la señal de oxidación de
timm 5.0x106 mol L~’ sobre un electrodo de gmfito-40% teflón. H2PO;/1IPO4
2~ 0.1 mol L~’,
pH 7.4; tj 300 s; E,= 0.0 V.
m
mV ~ log y ir,, ¡tA log i,, E~, V
i ¡Cv”2
AL moL’ mV’~ ~1/2
5 0.70 2.33 0.37 0.660 0.21
10 1.00 4.40 0.64 0.680 0.28
20 1.30 8.50 0.93 0.700 0.38
40 1.60 15.91 1.20 0.725 0.50
60 1.78 19.14 1.28 0.735 0.54
80 1.90 27.37 1.44 0.745 0.61
100 2.00 36.31 1.56 0.750 0.73
150 2.18 53.02 1.72 0.765 0.87
200 2.30 60.04 1.78 0.773 0.85
250 2.40 74.03 1.87 0.780 0.94
500 2.70 117.6 2.07 0.831 1.05
1000 3.00 171.5 2.23 0.885 1.08
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Figura 85
Variación del log i,, con log y, mediante LSV, empleando un electrodo de gmfito-40% teflón.
‘flran, 5.0x106 mol 1;’; H2P04/HP04
2 0.1 mol L~’, pH 7.4; t= 300 5; Ej 0.0 V.
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Figura 86
Variación de la función de contente, i~/Cv’~, con Iog y, mediante LSV, empleado un
electrodo de grafito-40% teflón. ‘Dram 5.0x1O~’ mol L~’; H
2PO4YHiPO4
2 0.1 mol 12’, pH 7.4;
tj 300 s; E¿ 0.0 V.
0.0 1.0 2.0 3.0
0.01 0.10 1.00
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Tabla L
Influencia de la velocidad de batido de potencial, en LSV, sobre la señal de oxidación de
disulflram 5.0x10~’ ¡nol L~’ sobre un electrodo de grafito-40% teflón. H2P04/HP04
2 0.1 mol
12’, pH 7.4; tj 300 s; Ej 0.0 V.
1 A 1 E V
mVs’ ogv 1~ og 1P P’ ¡ A L moL’ mV”2 ~h¡2
5 0.70 3.57 0.55 0.645 0.32
10 1.00 7.44 0.87 0.655 0.47
20 1.30 15.08 1.18 0.674 0.68
40 1.60 29.22 1.46 0.694 0.92
60 1.78 42.25 1.63 0.714 1.09
80 1.90 52.95 1.72 0.724 1.19
lOO 2.00 65.95 1.82 0.734 1.32
150 2.18 92.86 1.97 0.754 1.52
200 2.30 117.3 2.07 0.754 1.66
250 2.40 138.9 2.14 0.764 1.76
500 2.70 223.1 2.35 0.803 2.00
1000 3.00 344.7 2.54 0.853 2.18
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Figura 87
Variación del log i~ con log y, mediante 1.SV, empleando un electrodo de grafito-40% teflón.
Disulfiram 5.OxlO’ mol 12’; H,P04V’HP04
2 0.1 mol 12’, pH 7.4; tj 300 s; E.~= 0.0 y.
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Figura 88
Variación de la función de contente, i,/Cv’~, con log y, mediante LSV, empleando un
electrodo de gnfito-40% teflón. Disulflham 5.0x1O~6 mol 12’; H
2PO¿/1LP04
2 0.1 mol L~’, PH
7.4; tj 300 s; Ej 0.0 V.
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Las representaciones de log 1,, ftente a log y (Figuras 85 y 87) dan lugar a
líneas rectas de pendiente próxima a 1 para ambos fungicidas (0.89 para tiram y
0.93 para disulfiram), como es de esperar cuando se produce adsorción del analito
sobre la superficie del electrodo [198]. Además, el potencial de pico se desplaza en
ambos casos hacia valores más positivos cuando aumenta la velocidad de barrido
(Tablas IL y L), lo que sugiere una fuerte adsorción de los fungicidas sobre el
electrodo compósito [199].
La variación de la función de corriente, ir/Cv 1/2 con la velocidad de barrido,
también proporciona información sobre la naturaleza de las señales de oxidación de
los fungicidas. Dicha función aumenta rápidamente al aumentar la velocidad de
barrido de potencial para los dos compuestos (Figuras 86 y 88), siendo este
comportamiento típico de los procesos en los que se produce adsorción del analito
sobre la superficie del electrodo [170].
Todos estos datos indican que la fuerte adsorción de tiram y disulfiram sobre
la superficie del electrodo compósito es responsable de las señales de oxidación tan
intensas que se obtienen para bajas concentraciones de los fungicidas mediante
voltamperometría de barrido lineal. La adsorción sobre el electrodo de grafito-teflón
es mucho más acusada que sobre los electrodos de pasta de carbono, modificados
o no, probablemente como consecuencia de la existencia de cargas electrostáticas
superficiales en el electrodo debidas a las partículas de teflón.
La fuerte adsorción de los fungicidas origina también un desplazamiento de
unos 200 mV en el potencial de pico hacia valores menos positivos, respecto a las
señales de oxidación obtenidas sobre un electrodo de pasta de carbono (Figuras 77
y 78), lo que contribuye a la mejora de la selectividad de las determinaciones de
estos compuestos.
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111.4.2.4.- Curvas de calibrado y características analíticas
Empleando un período de preconcentración de 300 segundos a 0.0 V y
utilizando la técnica LSV con una velocidad de barrido de potencial de 50 mV s4,
se han obtenido relaciones lineales entre la intensidad de pico y la concentración de
tiram y disulflram en los intervalos que aparecen recogidos en la Tabla LI. En esta
tabla se recogen también las características de los calibrados, cuya representación
gráfica se muestra en las Figuras 89-92.
Tabla U
Curvas de calibrado para tirana y disulfirana, mediante LSV, empleando un electrodo de
graflto-40% teflón. H~PO¿/HPO
4t 0.1 molLt pH 7.4; tj 300 s; Ej 0.0 V; v 50 mV st
Fungicida
Intervalo lineal.
mol U’
Coeficiente de
correlación
Pendiente,
MA L mor’
Ordenada en
el origen, MA
x10
8
l.Ox l0~-l .0x10~’ 0.9994 3.8+0.1 1.2+0.6
Tiram
2.Ox 10’. 1 Ox ío~ 0.9990 4.7+0.2 -0.2+0.1
1.0x104-8.0x10’ 0.998 6.6+0.4 4+2
Oisulfiram
2.0x104-1.0x104 0.9997 10.1+0.2 0.1+0.1
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Figura 89
Influencia de la concentración de
electrodo de grafito-40% teflón.
H
2P041HP04
2 0.1 mol 121, pH 7
5.0
4.0 -
3.0
I~. pA
2.0
1.0
0.0
dram sobre la intensidad de pico, i~, en ISV, empleando un
Intervalo de concentración: 1.0x10~ - 10.0x10~ mol L~’;
.4; tj 300 s; Ej 0.0 V; v 50 mV st
Figura 90
Influencia de la concentración de tinmni sobre la intensidad de pico, i,, en ISV, empleando un
electrodo de gmfito-40% teflón. Intervalo de concentración: 2.0x107 - 10.0x10~7 mol 12’;
H
2PO4~/HPOft 0.1 mol ¡í, pH 7.4; tj 300 s; Ej 0.0 V; v= 50 mV s’.
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Figura 91
Influencia de la concentración de disulfinmm sobre la intensidad de pico, i~, en LSV,
empleando un electrodo de grafito-40%teflón. Intervalo de concentración: 1.0x10~ - 1O.0x1O~
mol 12’; H2PO4JHPO42~ 0.1 mol 12’, pH 7.4; tj 300 s; Ej 0.0 y; v= 50 mV st
12.0
10.0 -
8.0 -
~ ¡¡A 8.0
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Figura 92
Influencia de la concentración de dísulfiram sobre la intensidad de pico, i~, en 1.8V,
empleando un electrodo de grafito-40%teflón. Intervalo de concentración: 2.0x107 - 1O.0x10’
mol 12’; H,PO
4~/KPO4
2 0.1 mol U, pH 7.4; tj 300 s; Ej 0.0 V; v 50 mV s~.
e
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En ambos casos, la pendiente de las curvas de calibrado es mayor en el
intervalo de concentraciones más pequeño considerado, como es de esperar cuando
tienen lugar procesos de adsorción dado que, a concentraciones mayores, se
aproxima el exceso superficial de los fungicidas al estado de saturacion.
La desviación de la linealidad que indica la saturación de la superficie del
electrodo se produce para concentraciones superiores a 1 .OxlO~’ mol L’ en el caso
del tiram y a 8.0x106 mol L~’ en el caso del disulfiram.
Las características analíticas de los métodos desarrollados, empleando las
curvas de calibrado de la Tabla LI se resumen en la Tabla LII. Los valores de la
desviación estándar relativa obtenidos para 10 alícuotas de cada fungicida a dos
niveles de concentración diferentes ponen de manifiesto que los métodos
desarrollados poseen una buena precisión.
Tabla LII
Caracteristicas analíticas de los métodos desanollados para la detemuinación de dram y
disulfimm, mediante LSV y pwconcentmción, empleando un electrodo de gnfito-40% teflón.
H
2PO¿/HPOft 0.1 mol L’, pH 7.4; tj 300 5; Ej 0.0 V; v 50 mV s’.
Fungicida RSD, % Limite dedeterminación, mol L
4 Límite dedetección, mol U’
Tiram 2.Oa
58b 1.8x10
7 5,4x10~8
Disulfiram 2. 7~ 6.5x108 2.OxlO.8
a) Nivel de concentración: 5.0x106 mol U’ (n=10)
1,) Nivel de concentración: 3.0x107 mol 12’ (n10)
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Los criterios para evaluar los límites de determinación y de detección de los
métodos son los que se definieron en el Apartado 111.1.5. Se ha tomado, en esta
ocasión, como estimador de la desviación estándar del blanco, la calculada para una
concentración 3.0x107 mol U’ de cada fungicida.
Es de destacar que los límites de determinación y de detección de los
métodos desarrolladas, empleando voltamperometría de barrido lineal y
preconcentración, son similares en el caso del tiram y algo menores en el caso del
disulfiram que los obtenidos, mediante DPV, con los electrodos de pasta de carbono
modificados con ftalocianina de cobalto desarrollados en el capítula 111.1 de esta
Memoria.
Es necesario mencionar ahora que las medidas llevadas a cabo para ambos
fungicidas empleando voltamperometría diferencial de impulsos (DPV) y de onda
cuadrada (SWV) tras la etapa de preconcentracióñ, no oftecieron ninguna ventaja
respecto a la utilización de LSV, por lo que se escogió esta técnica para la
caracterización de los electrodos y el desarrollo de los métodos de análisis.
111.4.2.5.- Estudio de intedeitnciss
En este apartado se ha estudiado, al igual que se hizo en el capítulo
correspondiente a la determinación de estos fungicidas con los electrodos
modificados de pasta de carbono, el efecto producido por la presencia de diferentes
sustancias que pueden encontrarse junto con estos fungicidas en diferentes tipos de
muestras como por ejemplo aguas, sobre las seflales de oxidación del dram y del
disulflram, a un nivel de concentración de 1 .0x10~ mol L’, empleando el electrodo
compósito de gratito-40% teflón y utilizando un período de acumulación de 300
segundos a 0.0 V. En el caso del de tiram, los compuestos ensayados como
potenciales interferentes han sido disulfiram, ziram, fenol y Zn(II), mientras que por
lo que se refiere al disulfiram, dichos interferentes fueron tiram, ziram, fenol y 
Zn(U). 
En las condiciones experimentales utilizadas, puede observarse un pico de 
oxidación a 0.698 V para el ziram en concentración 1 .OXIO.~ mol L”. Sin embargo, 
una concentración de este fungicida de 1.0x10-’ mol L-r no da lugar a una señal 
analítica apreciable. La señal de oxidación del fenol aparece a 0.560 V, aunque sólo 
se obtiene un pico bien definido para una concentración 5.0~10.~ mol L’ o superior 
(Figura 93). Obviamente, el Zn(H) no presenta ninguna señal de oxidación en el 
intervalo de potenciales barrido 
0 
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 
E. V 
Figura 93 
Voltampemgmmas, en KW, de: ( - ) fenol 5.0~10.~ mol L’, ( - ) dhdfitam 1.0~10~~ mol 
L’, ( - ) timm 1.0~10-~ mal L’, ( ) zimm 1.0 ~10~’ mol Z;‘, ( - ) zimm 1.0~10.~ mol 
Ll’, empleando un electrodo de grafito-40”hteflón; H,PO,~/HPO,’ 0.1 mol Ll’, pH 7.4; t= 300 
s; Ex= 0.0 V; v= 50 mV s.‘. 
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Dada la proximidad de las señales de oxidación que se obtienen para tiram,
ziram y disulfiram, los voltamperogramas de mezclas binarias de estos fungicidas
presentaron un solo pico global de oxidación. Por el contrario, los voltamperogramas
de las mezclas de tiram con fenol y de disulflram con fenol mostraron dos señales
separadas, como se observa en las Figuras 94 y 95.
Con objeto de establecer el grado de interferencia de cada compuesto
ensayado, se registraron los voltamperograinas de disoluciones de tirain o disulfiram
I.OxIXY6 mol L’ y concentraciones variables del compuesto interferente. Los
resultados se resumen en las Tablas LIII y LIV.
25
20
15
1. ¡¿A
10
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o
Figura 94
Voltamperogramas, en LSV, de ( ) tinun t.0xt0~6 mal U’, ( ) fenol 5.0~10~ nial 12’
(—) mezcla de dram 1.0x10~ mol U’ y fenol 5.0~10-~ mol 12’, sobm un electrodo de
gmfito-40% teflón. H
2PO4JIIPO4
2~ 0.1 mal 12’, pH 7.4; tj 300 s; Ej 0.0 V; v 50 mV &‘.
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E, Y
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Figura 95
Voltaniperogramas, en 15V, de ( ) disulfimm 1.OxlO’ muí L’, (•••••-) fenol s.o~io~5 mcl
1.’, <—) mezcla de disulfinm 1.0x106 mol U’ y fenol 5.OxlO5 mol Lt sobre un electrodo
de gmafito-40% teflón. H
2PO4/HPO.¿ 0.1 mol 12’, pH 7.4; t~= 300 s; Ej 0.0 V; v 50 mV
.15.
Puesto que la corriente de oxidación del disulfiram es bastante mayor que la
del tiram (Figura 93), la interferencia del disulfiram sobre la señal de oxidación del
tiram es más acusada que al contrario. Como puede verse en las Tablas LIII y LIV,
para una relación disulfiram:tiram 0.2:1, el error relativo en lamedida de la corriente
de pico para el tiram es superior al 10%, superando dicho error el 100% cuando la
relación de concentraciones es 1:1. Sin embargo, para una relación tiram: disulfiram
0.2:1, el error relativo de la medida de i~, para el disulfiram es menor del 10%,
mientras que con una relación 1:1, dicho error es del 45%.
Por lo que respecta al ziram, su señal de oxidación es considerablemente
menor que la de tiram o disulflram al mismo nivel de concentración (Figura 93) y,
por consiguiente, su presencia sólo afecta significativamente a la medida de i, a
partir de las relaciones ziram:tiram 1:1 y ziram:disulfiram 5:1 o superior,
respectivamente.
0.6 1.0
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Tabla LIII
Influencia de lapresencia de diversas sustancias sobre la intensidad de pico obtenida mediante
LS V, para tiram 1. Ox)<Y’ mol L’ sobre un electrodo de grafito-40% teflón. H2PO¿/HPOf &1
mol L’, pH 7.4; t~,= 300 s; E«= 0.0 V; v 50 mV s’.
Relación
interferente: tiram
ir,, jiA
Sustancia interferente
Disulfiram Ziram Fenol Zn(II)
0:1 4.39 4.48 4.48 5.07
0.2:1 4.88 (11.2) 4.70 - -
0.4:1 5.74 (30.8) 4.60 - -
0.6:1 7.34 (67.2) 4.65 - -
0.8:1 8.27 (88.4) 4.60 (2.7) - -
1:1 9.08 (107) 5.47 (22.1) 4.37 5.11
2:1 - 6.48 (44.6) 4.55 5.09
5:1 - 10.9 (143) 4.42 5.05
10:1 - - 4.55 4.94
50:1 - - 4.80 5.08
100:1 - - 4.59 5.02
En esta Tabla, los valores entre paréntesis representan el error
%, de la medida de la intensidad de pico de tiram.
relativo, en
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Tabla L1V
Influencia de la presencia de diversas sustancias sobre la intensidad depico obtenida mnediw,te
LSV,paradisulfirant 1.Oxl (Y’ molt’ sobre wielectrodo de grafito-40% teflón. H2PO.¿/HPO42~0.1 mol L’, pH 7.4; tj 300s;E~,=O.0 V;v=SOmVst
Relación
interferente: disulfiram
i,, ~xA
Sustancia interferente
Tiram Ziram Fenol Zn(11)
0:1 8.97 10.09 10.56 9.55
0.2:1 9.78 (9.0) - - -
0.4:1 10.36 (15.5) - - -
0.6:1 11.27 (25.6) - - -
0.8:1 12.07 (34.4) - - -
1:1 13.01 (45.0) 9.94 10.61 9.31
2:1 - 10.58 (4.8) 10.60 -
5:1 - 12.57 (24.6) 10.50 -
10:1 - 17.41 (72.5) 11.16 9.56
50:1 - - 10.59 9.52
100:1 - - 9.86 9.34
En esta Tabla, los valores entre paréntesis representan el error relativo, en
%, de la medida de la intensidad de pico de disulfiram.
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Por otro lado, la presencia de elevadas concentraciones de fenol tan sólo
afectaron a la parte ascendiente de los voltamperogramas obtenidos para tiram o
disulfiram (Figuras 94 y 95), no observándose interferencia para la medida de i,, de
ambos fungicidas incluso cuando la relación fenol:tiram o fenol:disulfiram fue de
100:1, si se emplea una fonna adecuada de medida de dicha corriente de pico.
Por último, como era de esperar, el Zn(II) no interfiere sobre la señal
voltamperométrica de los fungicidas para ninguno de los niveles de concentración
ensayados.
HL4.2.6.- Detenninación de tiram en muestras de fresas contaminadas
Como aplicación de los métodos desarrollados utilizando los procesos de
adsorción de los fimgicidas sobre el electrodo compósito de grafito-teflón, se ha
llevado a cabo la determinación de uno de ellos, tiram, en fresas contaminadas,
empleando el procedimiento descrito en el apartado 11.2.3.5.
En primer lugar, se aplicó dicho procedimiento a una muestra de fresas sin
contaminar. El voltamperograma de barrido lineal obtenido para esta muestra blanco
se presenta en la Figura 96. Como puede observarse, no apareció ningún pico de
oxidación en el intervalo de potenciales barrido, lo que pone de manifiesto la no
existencia de interferencias por parte de los componentes naturales de la muestra de
fresas. En dicha figura aparecen también los voltamperogramas obtenidos para una
muestra contaminada con 2 gg g’ de tiram. Tras la aplicación del procedimiento
descrito, la concentración final de tiram en la disolución analítica fue 1.2 mg L’.
Para la determinación de la concentración de tiram se utilizó el método de adiciones
estándar (Figura 96).
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Figun¡ 96
Voltampemgmnmas de banido lineal sobw un electmdo de gralito-40% teflón para una muestra
de fmsas. (1) Disolución blanco (en ausenela de dram); (2) muestra contaminada con 2 pg de
dmm por gramo de fnsa (3-6) adiciones sucesivas de dram; R2PO4JIIPOft 0.1 mol L’, pH
7.4; t~= 300 s; Ej 0.0 V; v 50 mV st
En la Tabla LV se recogen los resultados obtenidos para cinco
determinaciones. La concentración experimental media obtenida fue 1.17+0.02 mg
que implica una recuperación mediadel 97+1 % (1.95+0.03 gg g’) para un nivel
de significación de 0.05. Estos resultados demuestran claramente la validez del
método desarrollado para la determinación de tiram en muestras de este tipo.
o
0.3 0.6
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Tabla LV
Recuperación de dram en ¡meesbus defresas contaminadas empleando LS V sobre un electrodo
de grafito-40% teflóN H2PO¿/RP042 0.1 mo! L’, pH %4; tj 300s; Ej 0.0 V; im 50 mV—15.
Muestra ~ Tiram, mg U’ ~ Tiram, mg J1 Recuperación, %
1 1.20 1.18 98.5
2 1.20 1.15 96.0
3 1.20 1.17 95.7
4 1.20 1.18 98.5
5 1.20 1.17 95.7
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HL5.- ELECTRODOS DE GRAFITO-TEFLON COMO DETECTORES
ELECTROQUIMICOS EN SISTEMAS EN FLUJO
Un aspecto particularmente interesante, desde el punto de vista práctico, de
los electrodos compósitos de &afito-teflón es la posibilidad de ser utilizados como
electrodos indicadores en sistemas en flujo, dado que sus propiedades mecánicas y
qufniicas penniten esperar, en principio, una buena estabilidad de estos electrodos
en dichos sistemas en flujo, siendo compatibles con disolventes no acuosos y
mostrandoprocedimientos muy sencillos de regeneración de la superficie electrádica
en caso de ser necesano. Es importante recordar, en este punta, la dificultad de
utilizar como detectores en continuo los electrodos de pasta de carbono modificados
desarrollados en esta Memoria, principalmente como consecuencia del hinchamiento
de la pasta que provoca grandes variaciones en la línea base (Apartado 111.2).
En este capitulo se exponen los resultados obtenidos cuando se emplean los
electrodos compósitos de grafito-teflón como electrodosindicadores amperométricos
en sistemas en continuo. En primer lugar, se ha desarrollado un método para la
determinación de tiram y disulfiram mediante análisis por inyección en flujo,
habiéndose investigado la posibilidad de preconcentrar estos fUngicidas en continuo
sobre la superficie del electrodo. Además, se ha puesto a punto un procedimiento de
separación en continuo de tiram y disulfiram acoplando una pequeña columna de
separación al sistema FIA. En segundo lugar, se ha desarrollado un método
cromatográfico para la determinación conjunta de ambos fungicidas, con objeto de
demostrar la aplicabilidad de los electrodos compósitos de grafito-teflón como
detectares en HPLC can eluyentes de alto contenido en disolventes orgánicos.
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ITh5.1.- DETERMINACION DE THIAM Y DISULFIRAM MEDIANTE
INVECCION EN FLUJO CON DETECCION AMPEROMETRICA
El comportamiento de los electrodos compósitos de grafito-40% teflón como
detectores amperométricos en sistemas en flujo se ha investigado, en primer lugar,
empleando un sistema de inyección en flujo simple (Apartado 11.3.1.1). La
determinación de tiram y disulfiram, tras la optimización sistemática de las variables
experimentales, se ha llevado a cabo basándose en sus procesos de oxidación
electroquímica comentados en el capítulo 111.4.
HLS.1.1.- Elección del potencial aplicado
La elección del potencial aplicado al electrodo compósito, para su empleo
como detector amperométrica, se ha llevado a cabo a partir de la representación de
las intensidades de pico medidas a diferentes valores del potencial aplicado en el
intervalo +0.20 - +1.10V. En la Figura 97 se muestran los resultados obtenidos para
tiram y disulflram cuando se inyectan 250 k¿L de una disolución del fungicida
5.0x10’ mol L’ en el caudal de la disolución portadora, constituida por regulador
fosfato 0.1 mol L’ de pH 7.4. En esta representación también aparecen los valores
de la corriente de fondo para cada uno de los potenciales aplicados.
Como puede observarse, para ambos fungicidas se obtiene una meseta de
intensidades bien definida a valores de potencial comprendidas entre ±0.90y + 1.05
y, habiéndose escogido en ambos casos, para estudios posteriores, un valor del
potencial aplicado al electrodo de +1.0 V.
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Figum 97
Influencia del potencial aplicado sobie la intensidad de pico de: (U) tiran 5.OxlO’ mol 12,
(e) disulflnm s.0~i0~ ¡nol 12, (.-) corriente de fondo, mediante análisis por inyección en
flujo empleado tonto electiodo indicador un electmdo compósito de gnafito-40% teflán.
H2PO¿1HP04
2 0.1 mol U’, pH 7.4; caudal: 1.9 mL ruin’; V
1~ 250 !±L.
111.5.1.2.- Repetibilidad de las señales obtenidas
Dada la capacidad de adsorción de los fungicidas sobre la superficie del
electrodo compósito que se ha observado en discontinuo bajo condiciones de
agitación constante (Apartada 111.4.2), parecía posible esperar un ensuciamiento de
la superficie del electrodo al efectuar inyecciones sucesivas de tiram o disulfuram en
el sistema en continuo.
Sin embargo, en las condiciones experimentales utilizadas, no se requirió
ningún pretratamiento o procedimiento de limpieza del electrodo indicador después
de cada inyección para obtener una buena repetibilidad de las señales y una corriente
0.6 1.0 1.2
E, V
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de fondo estable. Basta con pulir diariamente la superficie del electrodo brevemente
(unos pocos segundos) sobre papel de SiC para lijar madera, para obtener una
superficie electródica nueva que no se ensucia de forma apreciable durante toda la
jornada de trabajo. A modo de ejemplo, en la Figura 98 se muestran las señales
obtenidas para 21 inyecciones sucesivas de una disolución de tiram 1.0x105 mol 121.
El valor de la desviación estándar relativa obtenido para las medidas de la intensidad
de pico fue de 2.7%.
2.8
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1• ¡iA 1.4 -
0.7
0.0
0 800 1200 mao 2400
te S
Figura 98
Fiagranias obtenidos pan inyecciones sucesivas de dram i.oxio5 ¡nol L’ en medio ¡tgulador
fosfato 0.1 mol 12 de pH 7.4. Caudal: 1.9 mL ¡nin’; V~= 250 uL E= +1.0 y.
IL J
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Esta facilidad de regeneración de la superficie del electrodo es un aspecto
muy importante desde un punto de vista práctico. De hecho, un electrodo compósito
de grafito-teflón puede ser utilizado, en las condiciones experimentales mencionadas
anteriormente, durante varios días sin que se observe ningún deterioro de las señales
medidas. Esto constituye una gran ventaja con respecto a los electrodos
convencionales como puede ser el de carbono vitrificado, o con respecto a los
electrodos modificados de pasta de carbono comentados en el capítulo 111.2.
111.5.1.3.- Optimización de las variables hidmdinánuicas
Se ha estudiado la influencia de las distintas variables hidrodinámicas, como
son el caudal de la disolución portadora y el volumen de inyección, sobre las señales
amperométricas FíA de tiram y disulfiram.
Al aumentar el caudal de la disolución portadora (regulador fosfato 0.1 mol
L’ de pH 7.4) entre 0.23 y 2.2 mL mm’ se observa, como era de esperar, para
ambos fungicidas, un aumento en la altura de pico y una disminución en la anchura
de pico y en el tiempo de residencia (Tablas LVI, LVII y Figuras 99-104). Estas
variaciones son menos significativas para los caudales más altos, de forma que las
señales son muy similares a partir de un caudal de 1.7 mL muí’.
Por consiguiente, se ha escogido un valor de 1.9 mL mm4 para experimentos
posteriores, con el fin de mejorar la sensibilidad de las medidas.
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Tabla LVI
Influencia delcaudal de la disolución portadora sobre la intensidad, 4, el tiempo de residencia,
T, y la anchura, ¿It, de la señal obtenida mediante ¡nyección en flujo con detección
amperomátrica empleando un electrodo compósito de grafito-40% teflón. Tiram 5.Oxlff’ mo!
en medio H>P0¿/HP04
2 0.1 mo! IP, pH 7.4. Volumen de inyecciórn 250 pL. E +1.0 1-’.
Caudal, mL mm1 í,,, 1.uA 17, s At, s
0.23 0.29 52 83
0.43 0.47 31 48
0.64 0.60 21 33
0.87 0.69 17 23
1.11 0.77 13 19
1.32 0.91 11 16
1.50 1.01 9 15
1.71 1.08 7 14
1.92 1.10 6 11
2.14 1.17 6 10
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Tabla LVII
Influencia del caudal de la disoluciónportadora sobre la intensidad, 4, el tiempo de residencia,
T, y la anchura, ¿It, de la señal obtenida mediante inyección en flujo con detección
amperomdtr¡ca empleando un electrodo compósito de grafito-40% teflón. Disulfiram 5. Cxl ¿16
mo! 12 en medio H2PO¿/HP04
2 0.1 mo! it, pH 7.4. Volumen de inyección: 250 pL. E= +1.0
y.
Caudal, mL mm’ 1r 17, s At, s
0.38 0.40 30 45
0.58 0.55 23 28
0.78 0.60 17 23
1.00 0.70 14 19
1.22 0.72 12 15
1.45 0.78 10 13
1.64 0.86 8 11
1.89 0.84 7 8
2.00 0.86 7 8
2.20 0.83 6 8
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Figura 99
Influencia del caudal de la disolución portadora sobre la intensidad de pico, i,,, de dram
5.0x10’ mol L-’ en medio HZPO¿/HPOt 0.1 mol U’ de pH 7.4, mediante análisis por
inyección en flujo empleando como electwdo indicadorunelectindo compósito de grafito-40%
teflón. V
1~ 250 ~iL;E= +1.0 V.
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Figura 100
Influencia del caudal de la disolución portadora sobre el tiempo de residencia, T, de dram
5.OxlO’ mol 12’ en medio H
2PO¿/HP04
2 0.1 mol Ti’ de pH 7.4, mediante análisis por
inyección en flujo empleando como electwdo indicador un electndo compósito de grafito-40%
teflón. V
1~~ 250 pL; E= +1.0 y.
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Figura 101
Influencia del caudal de la disolución portadora sobre la anchura de pico, ANt, de dram 5.0x10’
mol Ti’ en medio H
2PO4YHiPO4
2 0.1 mol U’ de pH 7.4, mediante análisis por inyección en
flujo empleando como electrodo indicadorun electrodo conupósito de grafito-40%teflón. V
1j
250 pL E= +1.0 V.
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Figura 102
Influencia del caudal de la disolución portadora sobre la intensidad de pico, ii,, de disulfiram
5.0110.6 mol U’ en medio H,PO¿/HPOft 0.1 mol L4 de pH 7.4, mediante análisis por
inyección en flujo empleando como electrodo indicadorun electrodo compósito de grafito-40%
teflón. V~,,= 250 pL E= +1.0 V.
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Figura 103
Influencia del caudal de la disolución portadora sobre el tiempo de residencia, T, de disulfiram
5.OxlO’ mol U’ en medio H,PO¿/HP0
4
2 0.1 mol U’ de pH 7.4, mediante análisis por
inyección en flujo empleando como electrodo indicadorun electrodo compósito de grafito-40%
teflón. V
1,~,= 250 $14 E= +1.0 V.
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Figura 104
Influencia del caudal de la disolución portadora sobre la anchura de pico, At, de disulfiram
5.0110’ mol U’ en medio H,PW/HPO,2 0.1 mol U’ de pH 7.4, mediante análisis por
inyección en flujo empleando como electrodo indicador un electrodo compósito de grafito-40%
teflón. Vg 250 pL E= +1.0 y.
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La influencia del volumen de inyección se ha ensayado utilizando bucles de
150, 250, 350, 650 y 1150 pL. Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas
LVIII y LIX. A modo de ejemplo, en la Figura 105 se han representado los
flagramas obtenidos cuando se inyectan volúmenes diferentes de una disolución
patrón de tiram 5.0x106 mol ~ Al aumentar el volumen de muestra inyectado,
aumenta la intensidad de pico pero también la anchura y el tiempo de residencia.
Como compromiso entre una buena sensibilidad y una elevada capacidad de
muestreo, se ha escogido un volumen de inyección de 250
1.aL tanto para el dram
como para el disulfiram. En estas condiciones experimentales y utilizando un tubo
de teflón de 90 cm x 0.3 mm de diámetro interno, se pueden analizar 15 muestras
por hora realizando las inyecciones por triplicado.
2
1.5
i,pA 1—
0.5 -
o
Figura 105
Influencia del volumen de inyección sobre las señales obtenidas para dram 5.0x10~ mol U’
en medio 112P0.¿J1W041 0.1 mol U’ de pH 7.4, empleando como electrodo indicador unelectrodo compésito de grafito-teflón. (1) 150 ¡‘14 (2) 250 gL <3) 350 ¡‘1.4 (4) 650 ¡‘14 <5)
1150 pL Caudal: 1.9 mL mi&; E= +1.0 V.
4 5
m
o 120 240 380
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Grafito-teflón 225
Tabla LVIII
Influencia del volumen de inyección sobre la in.tensida4 4, el tiempo de residencia, T, y la
anchura, ¿It, de la señal obtenida mediante inyección en flujo con detección amnperométrica
empleando un electrodo compósito de grafito-40% teflón. Tiram 5.Oxl¿y6 mo! ¡A en medio
H2PO¿/HP04
2 0.1 mo! L’, pH 74. Caudal: 1.9 mL miii’. E +1.0 V.
y,,,,,, ~.¡L ¡~» ~.iA 17, s
150 0.77 8 7
250 1.00 10 10
350 1.09 13 12
650 1.29 18 20
1150 1.31 28 36
Tabla LIX
Influencia del volumen de inyección sobre la intensidad, 4, el tiempo de residencia, T, y la
anchura, ~It,de la señal obtenida mediante inyección en flujo con detección amperométrica
empleando un electrodo compósito de grafito-40% teflón. Disulfirant 5.0x1tT6 mo! E’ en
medio H
2PQ/HP042 0.1 mo! ¡A, pH 74. Caudal: 1.9 mL miii’. E= +1.0 V.
V,,,~,, ¡L ¡~, ~.tA T, s ¿Nt, s
150 0.70 9 7
250 0.79 11 10
350 0.80 15 13
650 0.95 21 23
1150 0.94 33 41
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HLS.1.4.- Curvas de calibrado y características analíticas
En la Tabla LX se resumen las características analíticas de los calibrados
obtenidos para tirani y disulflram, los cuales se han representado gráficamente en las
Figuras 106 a 111. A modo de ejemplo, en las Figuras 112 y 113 se muestran los
flagramas obtenidos para los calibrados en el intervalo de concentraciones
intermedio.
Tabla LX
Características analíticas de los calibrados obtenidos para la determinación de tiram y
disulfiram mediante inyección enflujo con detección wnperométrica empleando un electrodo
compósito de grafito-40% teflón. H2PO¿/HP042 0.1 mol L~’, pH 74; caudal: 1.9 mL min-1;V&250~uL;E=+1.0V.
Intervalo lineal, mol U’
Coeficiente de correlación
Pendiente, ¡‘A L mo¡’
Ordenada en el origen, ¡‘A
L. detemdnación, mol L~’
L. detección, mol U’
RSD, %
TIRAM
0.998
(1.9±0.1)x105
-0.001+0.006
0.9992
(1.64+O.05)xlO’
0.08±0.03
1.4x10~7
4.3x104
2.V
77b
1.0x10
5-4.0x10~’
0.99995
(l.24±O.04)x10’
0.3+0.1
DISULFIRAM
Intervalo lineal, mol L’
Coeficiente de correlación
Pendiente, ¡‘A L mol’
Ordenada en el origen, ¡‘A
L. detenninación, mol U’
1.Ox 104-10.0x10’
0.9995
(1.24+0.03)xIO’
0.0016+0.002
L. detección, mol L’
RSD, %
1.Ox IOtIO.0x106
0.9994
(1.46±0.04)xlO’
0.09+0.03
6.7x104
2.0x104
4.1’
57b
1.0x10’-4.OxIW’
0.9990
(I.3+0.2)x10
5
0.6+0.5 8
Nivel de cancentración 5.0x10~ mal L’, b nivel de concentración 1.0x10~’ mal U’
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La desviación de la linearidad se produce, en ambos casos, para
concentraciones de fungicida mayores de 4.0x105 mol L’, como consecuencia de la
adsorción sobre la superficie del electrodo. Los valores de desviación estándar
relativa se han calculado a partir de la medida de diez disoluciones diferentes de
cada fungicida a dos niveles de concentración distintos, realizando siempre
inyecciones por triplicado. Los límites de detenninación y de detección que aparecen
en la Tabla LX se han calculado según los criterios lOs y 3s~,/m definidos en el
Apartado 111.1.5 y utilizando la desviación estándar de las señales para l.0x107 mol
L’ de cada uno de los fUngicidas como estimador de la desviación estándar del
blanco. Los valores de los límites de determinación y de detección son muy
parecidos a los obtenidos en los experimentos en discontinuo empleando un periodo
de preconcentración de 300 segundos a 0.0 V.
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Figura 106
Influencia de la concentración de dram sobre la intensidad de pico, i~, mediante inyección en
flujo con detección amperométrica empleando un electrodo de grafito-40% teflón. Intervalo
de concentración: i.0xiI0~5 a io.oxt<0 mol L’; H
2PO¡/1W04
2 0.1 mol 12’, pH 7.4; caudal: 1.9
mL min’; V
11= 250 ¡‘Ti, E= +1.0 V.
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Figura 107
Influencia de la concentnción de dram sobre la intensidad de pico, i~, mediante inyección en
flujo con detección ampenmétilca empleando un electiedo de grafito-40% teflón. Intervalo
de concentración: 1.0x10~ a 10.0x10~’ mol U’; H2PO¿/HPO4
2~ 0.1 mol U’, pH 7.4; caudal: 1.9
mL ruin’; V
10~ 250 ¡‘L, E= +1.0 V.
0.20 -
0.15 —
Ii,. ¡¿A
0.10 —
0.06 -
0.00
Figura 108
Influencia de la concentración de dram sobre la intensidad de pico, ii,, mediante inyección en
flujo con detección ampemmétiica empleando un electftdo de grafito-40% teflón. Intervalo
de concentración: i.o~io~~ a 10.0x10
4 mol U’; H,P0
41HP04
2 0.1 mol U’, pH 7.4; caudal: 1.9
mL muí’; V
1~= 250 pL, E= +1.0 V.
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Figura 109
Influencia de la concentración de disulfirmn sobre la intensidad de pico, ii,, mediante inyección
en flujo con detección ampewmét¡íca empleando un electindo de grafito-40% teflón. Intervalo
de concentración: 1.0x10~ a 10.0x105 mal U’; H
2P041HP04
2 0.1 mol L’, pH 7.4; caudal: 1.9
mL min’; V~»~= 250 pL, Fr +1.0 V.
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Figura 110
Influencia de la concentración de disulfiram sobre la intensidad de pico, i~, mediante inyección
en flujo con detección ampemmétrica empleando un electrodo de grafito-40% teflón. Intervalo
de concentración: 1.0x106 a 10.0x10’ mol U’; H,P0
41HP04
2 0.1 mal L-’, pH 7.4; caudal: 1.9
mL mm’; v
11,~,= 250 ¡‘L, Fr +1.0 V.
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Figura 111
Influencia de la concentración de disulfiram sobre la intensidad de pico, ii,, mediante inyección
en flujo con detección ampenmétilca empleando un electrodo de gnfito-40% teflón. Intervalo
de concentración: 1.0x104 a 10.0x107 mol U’; H,P0
4-/IH>04
2- 0.1 mol U’, pH 7.4; caudal: 1.9
mL mm-’; V
1~,3,= 250 ¡‘L, Fr +1.0 V.
1000 1500 2000 2500
t. £
Figura 112
Fiagrama obtenido por inyección de disoluciones <1) 1.0; (2) 2.0; (3) 3.0; (4) 4.0; (5) 5.0; (6)
6.0; (7) 7.0; (8) 8.0; (9) 9.0; (10) 10.0 x 10’ mol U’ de tirain en medio H2P04/HP042- 0.1mol 12, pH 7.4, mediante inyección en flujo con detección amperométrica empleando un
electrodo de grafito-40% teflón. Caudal: 1.9 mL mm’; V
1J 250 pL, Fr +1.0 V.
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Figura 113
Fisgrama obtenido por inyección de disoluciones (1) 1.0; (2) 2.0; (3) 3.0; (4) 4.0; (5) 5.0; (6)
6.0; (7) 7.0; (8) LO; (9) 9.0; (10) 10.0 x 10’ mol U’ de disulfiram en medio H2P0471W0420.1 mol ¡2, pH 7.4, mediante inyección en flujo con detección amperométrica empleando un
electrodo de grafito-40% teflón. Caudal: 1.9 mL miii’; V
1.~= 250 pL, Fr +1.0 V.
111.5.1.1.- Estudio de interferencias
La señal amperométrica de tiran> o disulfiram puede verse afectada por la
presencia de ciertas sustancias que coexistan con el fungicida en la muestra. Así, se
ha estudiado el grado de interferencia producida por el disulfiram sobre la señal de
oxidación del tiran> y viceversa, as¡ como la influencia de ziran> (N,N’-
dimetilditiocarbamato de zinc), fenol y Zn(II) sobre las señales de oxidación de
ambos fungicidas.
En las condiciones experimentales utilizadas para la detección de tirain y
disulfiran>, tanto el ziram como el fenol dan lugar a señales de oxidación bien
definidas en FíA cuando se inyectan aun nivel de concentración de 1.0x10
6 mol U’
(Figura 114), siendo la altura de pico para el ziram mayor que la del fenol. Por el
contrario, como era de esperar, el Zn(II) no mostró ninguna respuesta al potencial
aplicado.
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Figura 114
Fiagramas obtenidos por inyección de 1.0x10’ mol U’ de: (1) tinun, (2) disulfinm, (3) ziram,
(4) fenol y (5) Zn(ll), empleando como electrodo indicador un electrodo compósito de grafito-
40%teflón. R2P041H1204
2 0.1 niel U’, pH ‘7.4, caudal: 1.9 mL miii’; V
1~,,= 250 pL, Fr +1.0
V.
En las Tablas LXI y LXII se recogen los valores de la intensidad de pico
obtenida a +1.0 V cuando se mezclan tiram o disulfiram a un nivel de concentración
de 1 .Oxl¡Y
6 mol L’ con concentraciones variables del compuesto interferente. A
excepción del Zn(II), que no interfiere incluso cuando la relación Zn(IJ):fiingicida
es 50:1, todas las demás sustancias incrementan la señal de oxidación de tiran> o
disulfiran> más de un 10% incluso cuando la relación interferente analito es menor
de 1:1.
El problema originado por los compuestos interferentes en la determinación
en continuo de tiram o disulflram pone de manifiesto la necesidad de una separación
cromatográfica previa cuando se trabaja con una mezcla de estos compuestos. El
hecho de que las sustancias ensayadas interfieran en las medidas de inyección en
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flujo del tiran> o del disulfiram, puede transformarse en una importante ventaja para
llevar a cabo la detección amperométrica de estos fungicidas tras dicha separación
cromatográfica y así, como se verá en el capítulo 111.5.2, la respuesta amperométrica
observada para todos los compuestos orgánicos ensayados permitirá su detección
electroquímica sobre los electrodos compósitos de grafito-teflón.
Tabla LXI
Influencia de la presencia de diversas sustancias sobre la intensidad de pico, 4, obtenida
mediante inyección en flujo, de dram 1.0x10’ mo! E’ en medio H2PO47HPO/~ 0.1 mol L’,
pH 74, empleando como electrodo indicador un electrodo compósito de grafito-40% teflón.
Caudal: 1.9 mL miii’; V,j 250 pL, E +1.0 7<
Relación
interferente:tiram
ii,, ~iA
Sustancia interferente
Disulfiram Ziram Fenol Zn(II)
0:1
0.2:1
0.4:1
0.6:1
0.8:1
1:1
2:1
10:1
50:1
0.32
0.34
0.34
0.37 (15)
0.41 (28)
0.46 (44)
-
-
-
0.31
0.33
0.34
0.37 (15)
0.41 (28)
0.46 (44)
-
-
-
0.30
0.30
0.30
0.29
0.30
0.33 (10)
0.37 (23)
-
-
0.30
-
-
-
-
0.29
0.29
0.30
0.29
En esta Tabla, los valores entre paréntesis representan el
%, de la medida de la intensidad de pico de tiran>.
error relativo, en
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Tabla LXII
Influencia de la presencia de diversas sustancias sobre la intensidad de pico, 4, obtenida
mediante inyección enflujo, de disulfirana 1.Oxltt molE’ en medio I-4P0¿/HPO./- 0.1 mo!
L’, pH 74, empleando como electrodo indicador un electrodo compósito de grafito-40%
teflón. Caudal: 1.9 mL miii’; V& 250 tuL, E= +1.0 V.
Relación
rnterferente:d¡sulfiram
¡,, jiA
Sustancia interferente
‘[¡ram Ziram Fenol Zn(II)
0:1
0.2:1
0.4:1
0.6:1
0.8:1
1:1
2:1
10:1
50:1
0.23
0.24
0.25
0.29 (26)
0.33 (43)
0.37 (61)
-
-
-
0.23
0.27 (17)
0.29 (26)
0.30 (30)
0.37 (61)
0.41 (78)
-
-
-
0.22
0.21
0.27 (22)
0.28 (27)
0.30 (36)
0.32 (45)
-
-
-
0.22
-
-
-
-
0.21
0.23
0.23
0.21
En esta Tabla, los valores entre paréntesis representan el error relativo, en
%, de la medida de la intensidad de pico de tiram.
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111.5.1.6.- Determinación de dram en agua de grifo y agua de pozo
La metodología desarrollada se ha aplicado mediante inyección en flujo a
la determinación de tiram en aguas de grifo y de pozo contaminadas con 40 ¡ig U’
de fungicida. El procedimiento experimental utilizado se ha detallado en el Apartado
11.3.3.5. La propia disolución portadorase ha empleadopara redisolver el residuo del
extracto de fungicida llevado a sequedad, por lo que, en este caso, está constituida
por regulador fosfato 0.1 mol L’ de pH 7.4 y un 2% (y/y) de metanol que permite
llevar a cabo dicha disolución. Siguiendo el procedimiento mencionado, la
concentración final de tiran> en la disolución analítica es de 2.0 mg U’.
A partir de adiciones de alícuotas de la disolución patrón de tiran> a blancos
de ambos tipos de aguas, sometidos al mismo tratamiento descrito para las muestras,
se han construido curvas de calibrado en el intervalo de 10 a 80 jxg L’. Para el agua
de grifo, se obtuvo un coeficiente de correlación de 0.9990, siendo los valores de la
pendiente y de la ordenada en el origen de 0.43±0.04gA L jxg1 (lo que corresponde
a (l.04±0.09)x105jiA L moV’) y -0.02±0.09
1.¿A, respectivamente. En el caso del
agua de pozo, el coeficiente de correlación fue 0.994 y los valores de la pendiente
y la ordenada en el origen fueron 0.5+0.1 kA L j.±g’[(1.3±0.2)xlO’ 1.¡A L mol4] y
-0. 1±0.3gA, respectivamente.
La determinación de tiram en la muestra contaminada se ha llevado a cabo
por interpolación en el calibrado mencionado anteriormente correspondiente. Los
resultados obtenidos se recogen en la Tabla LXIII. Para cada muestra se han
realizado cinco determinaciones, obteniéndose una recuperación media de 103±6%
(41±3j.tg L’ de tiran>) en el agua de grifo y de 97±7% (39+3 ~igL’ de tiran>) en
el agua de pozo, estando los intervalos de confianza calculados para un nivel de
significación de 0.05. Estos valores de recuperación próximos al 100% indican que
el método desarrollado es apropiado para la determinación de tiran> en este tipo de
aguas.
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Tabla LXIII
Determinación de tiramn en muestre de aguat contwninadav con 40 pg L’ de tirana mediante
inyección en flujo con detección wnp erom’ rica, empleando como electrodo indicador un
electrodo de grafito-40% teflón. H>PO¿/11P042 0.1 mol E’, pH 7.4, 2% metanol y/y; caudal:1.9 mL ,nin’; Vg 250 uL, E +1.0 1’.
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111.5.1.7.- Preconcentración por adsorción en disoluciones en flujo de los
fungicidas
Se ha investigado la posibilidad de aprovechar, en continuo, la capacidad que
poseen tanto el tiram como el disulfiram de adsorberse sobre la superficie de los
electrodos compósitos de grafito-teflón, la cual ha sido comentada y empleada con
fines cuantitativos en discontinuo (capítulo 111.4.2). Así, se ha intentado mejorar las
características analíticas de la determinación en flujo de tiram y disulfiran>,
principalmente por lo que se refiere a la selectividad, adaptando a este problema la
metodología propuesta por Wang y Freiha [200]. Esta metodología consta de tres
etapas: 1) preconcentración del analito sobre la superficie del electrodo, haciendo
circular por todo el sistema FíA una disolución del fungicida durante un período de
tiempo determinado; 2) cuantificación mediante un barrido anódico lineal de
potencial; 3) regeneración electroquímica de la superficie del electrodo, preparando
el sistema para el siguiente experimento.
Durante la etapa de preconcentración, el electrodo compósito se mantuvo a
un potencial de 0.0 V, que es el potencial utilizado para llevar a cabo la acumulación
en discontinuo (Apartado 111.4.2).
IH.5.l.7.1.- Repetibilidad de los voltamperogrwnas
En la Figura 115 (a) se muestra el voltamperograma obtenido cuando se barre
linealmente el potencial entre 1-0.5 y + 1.2 V a 50 mV st después de hacer pasar por
la célula de flujo una disolución de tiram S.0x106 mol U’ en regulador fosfato 0.1
mol U’ de pH 7.4 durante 3 minutos. Después de cada medida, la superficie del
electrodo de grafito-teflón se limpió haciendo circular por la célula de flujo la
disolución portadora de regulador fosfato y aplicando un potencial de - 1.2 V durante
30 segundos (Apartado 11.3.3.6). En la Figura 115, el voltamperograma (b) es el
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correspondiente al fondo, obtenido cuando circula por el sistema la disolución
reguladora de fosfato después de la regeneración electroquímica de la superficie del
electrodo y el marcado como (c) es el voltamperograma obtenido para la misma
disolución de tiran> que en (a) cuando se ha repetido el procedimiento descrito por
décima vez consecutiva. En la Figura 116 se muestran los voltamperograinas
obtenidos para 10 medidas sucesivas de una disolución de disulflram 5.0x106 mol
U’ empleando un tiempo de preconcentración de 5 minutos.
20
16
12
1. yA
a
4
a
0.4
Figura 115
Voltamperograznas de barrido lineal registrados tas hacer circular por la célula de flujo una
disolución de dram 5.0x10’ mol U’ en medio H
2PO~¿/HPO4
2 0.1 mol U’, pH 7.4, durante 3
minutos: (a) primer barrido, (b) voltamperograna del fondo, (c) décimo barrido consecutivo.
Caudal: 2.7 mL mint velocidad de banido: 50 mV s’; EM = 0.0 y.
Las corrientes de pico se midieron trazando la línea base de valle avalle. Los
valores de la desviación estándar relativa obtenidos para las medidas de i~, fueron
1.1% y 1.5%, para tiram y disulfiram, respectivamente, lo que demuestra la buena
repetibilidad del método desarrollado y, por tanto, la bondad de esta metodología
para ser aplicada a la monitorización en continuo de estos fungicidas tras su
preconcentración por adsorción.
0.8 0.8 1.0 1.2
E. V
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Figura 116
Voltampei~gramas de barrido lineal registrados tras hacer ciftular por la célula de flujo, 10
veces consecutivas, una disolución de disulflram 5.0x10’ mol U’ en medio H2PO.¿1HP04
2- 0.1
mol U’, pH 7.4, durante 5 minutos. Caudal: 2.7 mL mm’; velocidad de barrido: 50 mV s’;
E~=0.0 y. ( ) Voltampemgrama del fondo.
111.5.1.7.2.- Influencia del caudal
Se ha estudiado la influencia del caudal al que circula la disolución analítica
sobre la intensidad de pico para disoluciones de fungicida 5.0x106 mol LI Los
resultados se recogen en las Tablas LXIV y LXV y se han representado en la Figura
117. A modo de ejemplo, en la Figura 118 se muestran los voltamperogramas
obtenidos en el caso del disulfiram.
Se observa como, en ambos casos, la corriente de pico aumenta con el caudal
entre 0.6 y 2.7 mL mm’, permaneciendo prácticamente constante para valores
superiores. En consecuencia, se escogió un caudal de 2.7 mL mm’ para los
experimentos subsiguientes.
0.8 0.8 1.0
E, V
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Tabla LXIV
Influencia del caudal de la disolución analítica sobre la intensidad de pico obtenida, mediante
LS V, tras la preconcentración por adsorción en continuo de dram 5.Ox)0.6 mol E’ en medio
H2PO¿/HPO2- 0.1 mol L’, pH 74. Tiempo de paso de la disolución analítica por el sistema.~
5 minutos; Er 0.0 y; v 50 mV st
Caudal, mL miiV’ ¡» ¡tA
0.6 3.26
1.0 4.15
1.5 4.75
1.9 5.06
2.2 5.32
2.7 5.54
3.0 5.37
Tabla LXV
Influencia del caudal de la disolución analítica sobre la intensidad de pico obtenida, mediante
LSV, tras la preconcentración por adsorción en continuo de disulfirana 5.Oxl0.6 mol L’ enmedio H,PO¿/HPOf 0.1 mol E’, pH 74. Tiempo de paso de la disolución analítica por el
sistema- 5 minutos; E« 0.0 V; v 50 mV s&
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Figura 117
Influencia del caudal de la disolución analítica sobre la intensidad de pico obtenida, mediante
LSV, tras la preconcentración por adso¡rión en continuo de 5.OxlO’ mol U’ (e) dram y (O)
disulfiram, en medio H,P04/HP02 0.1 mol U’ de pH 7.4; Ej +1.0 y; tjS mio; v 50 mV
.15.
0.50 0.70 0.90
E, y
Figura 118
Influencia del caudal sobre los voltamperogranias obtenidos para disulfinni 5.OxlO’ mol L’,
mediante LSV, tras la preconcentnción por adsorción en continuo del fungicida, en medio
H2P04/HP04
2- 0.1 mol U’ de pH 1.4. Caudal: (1) 0.56, (2) 1.00, (3) 1.45, (4) 1.89, (5) 2.72
mL mm’; E~= +1.0 V, tj 5 mm; velocidad de banido: 50 mV st
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111.5.1.7.3.- Influencia del tiempo de paso de las disoluciones de
los fungicidas
La variación de la corriente de pico con el tiempo de preconcentración, es
decir, con el tiempo de paso de la disolución de fungicida por el sistema FíA, se
examinó para dos niveles de concentración diferentes: 5.OxlW6 y 5.0x107 mol U’.
Los resultados se recogen en las Tablas LXVI y LXVII y se representan en la Figura
119.
Para una concentración 5.0x106 mol L’ de fungicida se observa un aumento
de la intensidad de pico con el tiempo de acumulación, muy acusado para los
períodos cortos, pero poco significativo para tiempos superiores a 5 minutos. Para
el nivel de concentración más bajo, la corriente permanece prácticamente constante
para períodos de acumulación superiores a 3 y 4 minutos, para tiran> y disulfiran>,
respectivamente.
Tabla LXVI
Efecto del tiempo de acunudadón sobre la intensidad de pico obtenida, mediante LSV, tras
la preconcentración por adsorción en continuo de tirana en medio H
2PO;/HP<)f 0.1 mol E’,
pH 74; E,~= 0.0 V; caudal:2.7mL miii’; v 50 mV st
Tlram 5.0x10
7 mol U’
tac, mm m,, ¡¡A
1
1
1
1
1
1
1
10
0
0.71
0.99
0.90
0.92
-
-
1.07
5.0x1O~ mol L’
t mm ¡~, gA
1
1
1
1
1
1
1
10
1.69
3.07
3.93
4.40
5.02
5.29
5.62
6.20
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Tabla LXVII
Efecto del tiempo de acwnsdación sobre la intensidad de pico obtenida, mediante LSV, tras
la preconcentración por adsorción en continuo de disulfirana en medio H>PO;/HP042 0.1 molL~t pH 74; Ej 0.0 V; caudal:2. 7 mL miii’; v 50 mV st
Disulfiram 5.OxlO7 muí U’
mm i~, ¡mA
1
2 0.84
3
4 1.53
5
6 1.78
8
10 1.37
8.0
B.0
¡ ¡¿A 4.0
2.0
0.0
Disultiram 5.Ox1U~ mol L’
t~, mm i~, ¡mA
1 3.44
2 5.27
3 5.84
4 6.57
5 7.00
6 7.06
8 7.40
10 7.58
0 2 4 8 6 10
t. mlii
Figura 119
Influencia del tiempo de paso de la disolución analítica por el sistema (tiempo de
acumulación) sobre la intensidad de pico obtenida, mediante ISV, tras la preconcentración por
adsorción en continuo de (•) dram 5.0x106 mol U’, (O) disulfiram 5.0x1O~ mol 12, (U) tiram
s.0~i0~ mol 12’, (0) disulfiram 5.0x107 mol U’. H
2P04111P04
2 0.1 mol U’, pH ‘7.4; Ej
+1.0 V; caudal:2.7 mL mm4; v 50 mV s’.
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1111.5.1.7.4.- Curvas de calibrado
En el caso del tiram, utilizando un período de acumulación de 3 minutos, se
obtuvieron calibrados lineales en los intervalos de concentración 4.OxlOt l0.OxlW7
y l.OxlO6-5.0x106 mol L’ (Tabla LXVIII y Figuras 120 y 121), observándose
desviación de la linearidad para concentraciones superiores a 5.0x106 mol U’, como
consecuencia de la saturación de la superficie electródica. Empleando períodos de
acumulación mayores, no se obtuvieron relaciones intensidad-concentración lineales
para el intervalo superior de concentreaciones.
Por lo que respecta al disulfiram, se obtuvieron calibrados lineales en el
intervalo 2.0xl0~l0.0x107 mol L’ empleando un tiempo de preconcentración de 4
minutos, y en el intervalo 3.0xl0~-8.0xl04 mol U’ con un período de acumulación
de 5 minutos (Tabla LXVIII y Figuras 122 y 123).
Tabla LXVIII
Curvas de calibrado para tirana y disulfirana, obtenidas medianteLSV, tras la preconcentración
poradsorción en continuo de los fungicidas en medio H,P0
4/11P04
2 0.1 molE’, pH 74;E,=
+1.0 1”; caudal:2. 7 mL miii’; v 50 mv 1’.
Fungicida
Tiempo de
acumulación,
mm
Intervalo lineal,
mol L~’
Coeficiente de
correlación
Pendiente,
pA L moF’
xl 06
Ordenada en
el origen, MA
3 l.0,clOt5.OxlO” 0.999 1.13+0.09 0.6+0.3
Tiram
3 4.0x104-l0.OxlO’7 0.998 1.8+0.1 0.0+0.1
5 3.0x104-8.0x10~ 0.999 1,12+0.09 0.3±0.5
Disulfiram
4 2.0xl04-l0.0xl0~7 0.999 2.3+0.1 0.19+0.07
Grafito-teflón 245
10.0
8.0 -
8.0
1,. pA
4.0
2.0
0.0
Figura 120
Influencia de la concentración de tirani sobre la intensidad de pico, i,, mediante LSV, tras la
preconcentración por adsorción en continuo del fungicida en medio H,PO¿/HP04
2 0.1 mol LI,
pH 7.4; Intervalo de concentración: de 1.OxlO’ a 10.0x10~’ mol U’ de tiram; tiempo de
acumulación: 3 minutos; Ej +1.0 V; caudal:2.7 mL min’; v= 50 mV s~.
2.5
2.0 -
1.5
I~. ¡¿A
1.0
0.5
0.0
Figura 121
Influencia de la concentración de tiram sobre la intensidad de pico, ii,, mediante LSV, tras la
preconcentración por adsorción en continuo del fungicida en medio H
2P041HP04
2 0.1 mol U’,
pH 7.4; Intervalo de concentración: de 4.0x107 a io.o~io-~ mol LI’ de tiran; tiempo de
acumulación: 3 minutos; E~= +1.0 y; caudal:2.7 mL niin’; v 50 mV 0.
e
e
¡ ¡ ¡
0 2 4 6 8 10
Curama mcl V1 x 10
0 2 4 6 8 10
Cur.m. mal 171 x io’
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Figura 122
Influencia de la concentración de disulfiram sobre la intensidad de pico, ¡a,, mediante LSV, tras
la preconcentración por adsorción en continuo del fungicida en medio H2P0411W04
2 0.1 mol
U’, pH 7.4; Intervalo de concentración: de 1.0x10~’ a 10.01106 mol L’ de disulfinm; tiempo
de acumulación: 5 minutos; Ej +1.0 V; caudal:2.7 mL mm’; v= 50 mV st
3.0
2.5 -
2.0 -
l~, yA 1.5 -
1.0 -
0.5 -
0.0
0 2 4 8 8 10
4dIsuItlrum. mcl ~1 x lo’
Figura 123
Influencia de la concentración de disulfinm sobre la intensidad de pico, ii,, mediante LSV, tras
la preconcentración por adsorción en continuo del fungicida en medio H,PO
4JHPO¿ 0.1 mol
L~’, pH 7.4; Intervalo de concentración: de 2.0x10~’ a lo.oxio
7 mol U’ de disulfimm; tiempo
de acumulación: 4 minutos; Ej +1.0 V; caudal: 2.7 mL min’; v= 50 mV st
e
e
¡ ¡ ¡ ¡ ¡
2 4 6 8 10
CeIsfIflram¡ mol 171 x lO~
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Como puede observarse en la Tabla LXVIII, la pendiente de los calibrados
es mayor, en ambos casos, para los intervalos de concentración inferiores, como es
de esperar en los procesos de adsorción debido a que se acerca el exceso superficial
de los fungicidas al exceso superficial a saturación.
Si se comparan las características analíticas con las obtenidas mediante
análisis por inyección en flujo convencional (Tabla LX), puede deducirse que el
método de preconcentración en continuo es más sensible puesto que los valores de
las pendientes de los calibrados análogos son mayores en este caso. Sin embargo,
el intervalo de linealidad es ahora más estrecho y no se pueden alcanzar límites de
detección inferiores.
111.51.7.5.- Estudio de interferencias
El aspectomás interesante de la metodología empleando preconcentración en
continuo es la posibilidad de mejorar la selectividad de las determinaciones.
Siguiendo el procedimiento propuesto, sólamente las especies electroactivas que se
adsorban sobre la superficie del electrodo originarán una señal analítica. En este
contexto, se investigó la posible interferencia de los mismos compuestos ensayados
en FíA convencional.
En la Figura 124 se muestran los voltamperogramas obtenidos al aplicar el
procedimiento descrito cuando se hace circular por la célula de flujo disoluciones
1 .OxlO6 mol L’ de tiran>, disulfiram y ziram, y una disolución 5.0x10’ mol U’ de
fenol. Tanto el tiram (E~ 0.768 y), como el disulfiran> (E~ 0.780 V) y el ziram
(E~= 0.775 V) presentan señales de oxidación bien definidas a este nivel de
concentración. Sin embargo, el fenol no mostró ninguna respuesta en el intervalo de
potenciales barrido, a un nivel de concentración 50 veces superior al de los
fUngicidas, lo que indica que no se adsorbe sobre el electrodo en estas condiciones.
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Figura 124
Voltmnpeutgnmas, en LSV, fls la preconcentración por adsorción en continuo de: (1)
disulfinm 1.Oxl0~ mol U’, (2) tiran l.OxlO’ mol U’, (3) ziram 1.0x10~ mol U’ y (4) fenol
5.0x10~ mol U’, en medio H2PO¿/.HP04
2 0.1 mol U’, pH 7.4; tiempo de acumulación: 3
minutos; Ej +1.0 V; caudal:2.7 mL mm’; velocidad de batido: 50 mV st
En la Tabla LXIX se recogen los datos relativos a la interferencia de estas
especies en la determinación de tiram y disulf¡ram, tras su preconcentración en
continuo. Si se comparan estos resultados con los obtenidos mediante análisis por
inyección en flujo (Tablas LXI y LXII), puede destacarse la desaparición de la
interferencia producida por el fenol, que no afecta a las medidas de los fungicidas
incluso para relaciones fenol:tiram o fenol:disulfiram 50:1. Además, la interferencia
producida por el ziram también se reduce considerablemente empleando
preconcentración en continuo. Este hecho puede atribuirse a la diferente capacidad
de adsorción de los fUngicidas, en las condiciones experimentales empleadas, sobre
la superficie del electrodo compósito de grafito-teflón.
I
0.4 0.6 0.1
E, V
u
Grafito-tejlón 249
Sin embargo, el problema de la interferencia mutua entre tiran> y disulfiram
empeora ligeramente respecto al método FíA convencional, puesto que ambos
compuestos se adsorben fuertemente sobre la superficie del electrodo.
Tabla LXIX
Efecto de la presencia de diversas sustancias sobre las señales de tiram y disulfiram 1. Oxl0.’
mol L’, en LSV, tras la preconcentración por adsorción en continuo de los fungicidas en
medio H2PQ/HP042 0.1 mol E’, pH 74; tiempo de acwmdación: 3 minutos para tiran, y 4minutos para disulfiram;Ej +1.0 1”; caudal: 2.7 mL miii’; velocidad de barrido: 50 mV st
Interferente
Relación analito:interferente ¡,,, ¡tA (error relativo, %)
Tiram Disulfiram Tiram Disulfirani
0:1 0:1 2.08 2.35
Tiram 1:1 - 4.20 (79%)
Disultiram 1:1 - 3.21 (54%) -
Ziram 1:1 1:1 2.76 (33%) 2.82 (20%)
Fenol 50:1 50:1 1.95 (<10%) 2.46 (<10%)
Zn(II) 50:1 50:1 2.00 (<10%) 2.37 (<10%)
111.5.1.8.- Separación en continuo mediante inyección en flujo de tiram y
disulfiram
El grave problema de interferencia que origina la presencia de disulfiram
sobre la señal amperométrica de tiran>, y viceversa, en análisis por inyección en
flujo, nos ha llevado a diseñar un esquema de separación en continuo de ambos
fungicidas con el fin de poder conseguir su determinación simultánea. Para ello, se
incorporó una pequeña columna separadora al sistema FíA. El dispositivo utilizado
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se describe en el Apanado 11.3.1.1 (Figura 3). El sentido de flujo de la disolución
portadora a través de la columna se invierte periódicamente para evitar que la fase
estacionaria se compacte en un extremo de la columna y se produzca una
disminución en el paso de fluido. Si no se realiza esta inversión, el caudal a la salida
de la columna disminuye de 2 a 0.5 mL mm’ después de una hora de empleo
continuado, dando lugar a un ensanchamiento de las señales y a resultados poco
reproducibles.
111.5.1.8.1.- Elección de la fase móvil y optimización de las
variables hidrodinámicas
La adición de metanol o de acetonitrilo a la disolución portadora (regulador
fosfato 0.1 mol L’ de pH 7.4) da lugar a una disminución considerable de las
señales amperométricas de ambos fungicidas sobre el electrodo compósito de grafito-
teflón (Tabla LXX).
Tabla LXX
Efecto de la proporción de metanol o acetonitrilo en lafase móvil (H2POpHPOJ 0.1 moIL’,
pH 74) sobre la corriente defondo (i4 y la intensidad de pico (1,) de tiram 5.Oxl 0.6 mol IP
obtenidas medianteinyección enflujo con detección amperométrica empleando como electrodo
indicador un electrodo compósito de grafito-40% teflón. Caudal: 1.9 mL miii’; V4= 250 pL;
E= +1.0 y.
Disolvente orgánico Proporción en la
fase móvil, %
i~, 1iA ir,, I.±A
0 0.15 1.20
Metanol 25 0.76 0.24
Metanol 50 1.53 0.06
Acetonitrilo 25 0.53 0.36
Acetonitrilo 50 0.95 0.07
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Como puede observarse en la Tabla LXX, la disminución en la intensidad
de pico fue más acusada cuando se empleó metanol. Por este motivo, se ha decidido
emplear, como fase móvil, una mezcla de acetonitrilo y regulador fosfato de pH 7.4
que permite la separación de tiram y disulfiram en la columna acoplada al sistema
FíA.
Empleando una concentración de cada fungicida de 5.0x106 mol U’ y un
volumen de inyección de 250 gL, se obtiene una buena resolución utilizando una
proporción acetonitrilo:fosfato 25:75 y/y, como puede observarse en la Figura 125
A. Si el porcentaje de acetonitrilo en la fase móvil se rebaja al 20%, se produce un
ensanchamiento y una disminución sustancial del pico del disulfiran>.
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Figura 125
Señales obtenidas, mediante inyección en flujo con detección ampewmétxíca, para una mezcla
de 5.0x10’ mol U’ de tiram (1) y disulfirani (2), tuis su separación en una columna
empaquetada con fase estacionajia VYDAC SC-201 Rl>. Fase móvil: (A) 25:75, (B) 23:77
acetonitñlouegulador fosfato (pH 7.4). Caudal: 1.9 mL mint volumen de inyección: (A) 250
pL, (B) 650 gL E +1.0 V.
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En la Figura 126 se muestra el efecto del volumen de inyección sobre las
señales de tiran> y disulfiram. Como compromiso entre unamayor sensibilidad y una
buena resolución de las señales, se ha escogido un volumen de 650 ¡iL. La
separación hasta la línea base puede conseguirse en estas condiciones si se rebaja el
porcentaje de acetonitrilo en la fase móvil al 23%, como se muestra en la Figura 125
B.
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Figura 126
Efecto del volumen de inyección sobre las señales de timm y disulfiuan obtenidas mediante
inyección en flujo con detección amperométiica, tras su separación en una columna
empaquetada con fase estacionaila VYDAC SC-201 RP. Fase móvil: 25:75
acetonitnlo:ftgIJlador fosfato (pH 7.4). Caudal: 1.9 mL min~’; volumen de inyección: (1) 150,
(2) 250 , (3) 350, (4) 650, (5) 1150 pL; E= +1.0 V.
111.5.1.8.2.- Curvas de calibrado
Empleando unafase móvil constituida por 23:77 acetonitrilo:regulador fosfato
0.1 mol L’ de pH 7.4, un caudal de 1.9 mL mm1 y un volumen de inyección de 650
¡iL, se han obtenido relaciones lineales entre el área de pico y la concentración de
5
¡ ¡ ¡
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
ti s
Grafito-teflón 253
tiran> y disulfiran> entre 2.OxlW6 y 10.0x106 mol U’ (Tabla LXXI y Figura 127).
Estos resultados demuestran la posibilidad de determinar simultáneamente tiram y
disulfiran> en muestras en las que coexistan ambos fUngicidas.
Tabla LXXI
Curvas de calibradoparatirwn y disulfirwn, obtenidas mediante análisis por inyección enflujo
tras la separación en continuo de tiram y disulflram. Fase móvil: 23:77 acetonitrilo:regulador
fosfato (pH 74). Caudal: 1.9 mt miii’; volwnen de inyección: 650 pL; E +1.0 V.
Fungicida Intervalo lineal,
mol U~
Coeficiente de
correlación
Pendiente,
A s L moU’
Ordenada en
el origen, A s
Tiram 2.Ox 104-l0.0x104 09990 3.1±0.3 (-0.8+1 .S)x106
DisuIt’iram 2.0x104-10.0x10~ 0.9991 3.2+0.2 (1.5±1.6)x10’
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Figura 127
Influencia de la concentración de dram (O) y disulflram (O) sobre el dna de pico, mediante
análisis por inyección en flujo tras la separación en continuo de los fungicidas. Fase móvil:
23:77 acetonitrilo:uiegulador fosfato (pH 7.4). Caudal: 1.9 mL mint volumen de inyección:
650 pL; E= +1.0 V.
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HLS.2.- DETERMINACION DE TIIiAM Y DISULFIRAM MEDIANTE Ill>LC
CON DETECCION AMPEROMETRICA
Como se ha visto en el apartado anterior, la determinación conjunta de tiram
y disulfiran> mediante análisis por inyección en flujo con detección amperométrica
está sujeta a la interferencia mutua entre ambos fUngicidas, siendo necesario recurnr
a su separación previa. Además, la presencia de otras sustancias, tales como ziram
o fenol, también origina graves interferencias sobre las señales amperométricas de
dram y disulflram.
Por este motivo y con objeto de evaluar los electrodos compósitos de grafito-
teflón como detectores amperométricos en HPLC, se ha escogido la determinación
conjunta de tiran> y disulfiram en presencia de ziram como problema analítico para
desarrollar un método cromatográfico apropiado.
La optimización de las condiciones experimentales, tales como la elección del
disolvente orgánico utilizado en la fase móvil, así como su porcentaje, el potencial
aplicado al electrodo compósito y el tiempo transcurndo entre la mezcla de
carbamatos y la inyección de dicha mezcla se ha llevado a cabo empleando una
configuración de célula de flujo de tipo wall-jet. La composición del electrodo
indicador, es decir, una mezcla de grafito y 40% de teflón, asi como el componente
acuoso de la fase móvil (regulador fosfato de pH 7.4) son los mismos que los
utilizados en capítulos precedentes.
1515.2.1.- Elección de la fase móvil
Antes de incorporar la columna cromatográfica al sistema, se realizaron
experimentos con el fin de evaluar la variación de la respuesta amperométrica del
electrodo compósito de graflto-40% teflón cuando se rebaja la polaridad de una
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disolución de regulador fosfato 0.01 mol L’ de pH 7.4, empleada como portador,
debido a la adición de diferentes proporciones de metanol o acetonitrilo. Para ello,
se inyectaron en el sistema desprovisto de la columna cromatográfica, alícuotas de
disoluciones de 60 ¡.±gU’ de tiram, preparadas en el mismo medio que el portador,
empleando un caudal de 2.0 mL miii’ y aplicando al electrodo indicador un
potencial de +1.0 V.
Al aumentar el contenido de disolvente orgánico se observó una fuerte
disminución de la intensidad de pico y un aumento de la comente de fondo (ver
Tabla LXX). Así, empleando un 25% de metanol en la fase móvil, la señal
amperométrica disminuía un 80%. Si el porcentaje de metanol se incrementa hasta
un 50%, la disminución en la intensidad de pico era del 95%. Cuando se utilizó una
proporción de metanol del 75%, el mido de la línea base era mayor que la señal
analítica obtenida.
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Figura 128
Señales obtenidas cuando se inyectan 0.15 ~ugde tiram en el sistema desprovisto de columna
separadorg, empleando como fase móvil H2PO¿/HP’i)f 0.1 mol L”, pH 7.4 mod4ficada con
un 25% de: (1) metanol, (2) acetonitrilo. Caudal: ZO mL miii’; I’%,,,= 10 pL; E= +1.0 Y.
1 2
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Cuando se empleó acetonitrilo como modificador orgánico de la fase móvil,
la disminución de la señal fue algo menor. Por ejemplo, cuando el contenido de
acetonitrilo en la fase móvil era del 25%, la intensidad de pico era un 70% menor
que la obtenida en medio regulador fosfato 0.01 mol U’. Sin embargo, el nivel de
ruido y la corriente de fondo son considerablemente menores que cuando se empleó
metanol (Figura 128). Para una proporción del 75% de acetonitrilo se observó
precipitación de fosfato.
Teniendo en cuenta estos resultados, se ha escogido acetonitrilo como
modificador de la fase móvil.
111.5.2.2.- Influencia del potencial aplicado
En el apanado 111.5.1.1 se ha discutido la elección de un valor del potencial
aplicado al electrodo indicador de + 1.0 V cuando se llevó a cabo detección
amperométrica de tiram y disulfiram en un sistema FíA empleando una disolución
portadora acuosa. Con objeto de averiguar si la presencia de acetonitrilo en la fase
móvil puede alterar el valor de potencial más apropiado para realizar la detección
amperométrica, se efectuaron medidas de la corriente de pico para distintos valores
de potencial, en el intervalo +0.50-+l.20 V, cuando se inyectaron 10 ~L de una
disolución de 180 ¡ig mU’ de tiram en una fase móvil constituida por una mezcla
de acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol U’ de pH 7.4 40:60 y/y, en ausencia de
columna separadora. Los datos obtenidos se representan en la Figura 129.
La forma de la curva es muy parecida a la obtenida en ausencia de
acetonitrilo en la disolución portadora (véase la Figura 97), con una meseta de
intensidades bien definida entre +0.90 y + 1.1 V. Por consiguiente, se ha escogido
para estudios subsiguientes el mismo valor de potencial de ±1.0V para ser aplicado
al electrodo compósito de grafito-teflón utilizado como indicador.
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Figura 129
Influencia del potencial aplicado sobre la intensidad de pico de 180 pg 12’ de dram, sobre un
electndo compósito de gnfito-40% teflón, empleando como portador acetonitrilo: regulador
fosfato 0.1 mol L4 (pH 7.4) 40:60; caudal: 2.0 mL mint
111.5.2.3.- Comparación de la rtspuesta del electrodo compósito de grafito-
teflón con un electrodo de carbono vitrificado
Un aspecto muy importante por lo que respecta a la aplicabilidad y a la
utilidad real como detector amperométrico en sistemas en flujo del electrodo de
grafito-teflón, es comprobar si este material mejora las prestaciones de los materiales
electródicos normalmente empleados en los detectores electroquímicos. Entre éstos,
el electrodo de carbono vitrificado puede considerarse como el más an>pliamente
utilizado, por lo que parece conveniente comparar la respuesta de ambos tipos de
materiales electródicos ftente a los analitos estudiados. Para ello, se comparó dicha
respuesta cuando se realizaron inyecciones sucesivas de 2.25 gg de disulfiran> en el
sistema desprovisto de columna cromatográfica, por el que circula la fase móvil
(40:60 y/y acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol U’ de pH 7.4) a un caudal de 2.0
mL mm’. En la Figura 130 se muestran las señales obtenidas.
¡ ¡ ¡ ¡ ¡
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Figura 130
Inyecciones sucesivas de 2.25 pg de disulflnrm en una disolución portadora constituida por
40:60 y/y acetonitrilo: regulador fosfato 0.1 mol U’ (pH 7.4) que circula a un caudal de 2.0
mL mm”, empleando como electmdo indicador (A) un elecindo compósito de grafito-40%
teflón y (E) un electndo de carbono vitziticado.
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Como puede observarse, con el electrodo de grafito-teflón se obtiene una
respuesta muy reproducible, mientras que empleando el electrodo de carbono
vitrificado se produce un fuerte ensuciamiento de la superficie electródica que
conduce a una drástica disminución de la señal analítica, la cual desaparece tras 6
inyecciones consecutivas.
Además, puede apreciarse como la magnitud de la intensidad de pico
obtenida es mucho mayor sobre el electrodo de grafito-teflón. Otra importante
diferencia ventajosa del empleo del electrodo compósito es el menor tiempo que se
necesita para alcanzar una línea base estable. Como puede verse en la Figura 130,
al cabo de aproximadamente 400 segundos se obtuvo una corriente de fondo estable
con el electrodo de grafito-teflón, mientras que fue necesario esperar al menos 1500
segundos para estabilizar la línea base cuando se utilizó el electrodo de carbono
vitrificado.
Todas estas importantes ventajas prácticas demuestran la potencialidad de los
electrodos compósitos de grafito-teflón para ser utilizados como detectores
amperométricos en sistemas en flujo.
111.5.2.4.- Separación de tiram, disulfiram, ziram y fenol
Con objeto de lograr las condiciones experimentales óptimas para poder
proceder a la separación de las cuatro especies estudiadas, en primer lugar se ha
estudiado el efecto de la proporción de acetonitrilo empleado en la fase móvil sobre
las características de retención de tiram, disulflram, ziram y fenol. En la Tabla
LXXII se muestran los factores de capacidad obtenidos para estos compuestos
cuando se inyectaron 0.6 ¡ig de cada uno de ellos individualmente en las fases
móviles con diferentes proporciones de acetonitrilo. Como puede deducirse, el ziram
no interaccionó con la fase estacionaria utilizada y su tiempo de retención coincide
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prácticamente con el valor de t0 calculado a partir de los datos de control de calidad
de la columna. No obstante, cuando se inyectó acetonitrilo puro en el sistema, no se
observó ninguna perturbación de la línea base a t0, por lo que la determinación de
ziran> podría llevarse a cabo sin dificultad. Los valores de k’ que aparecen en la
Tabla LXXII se han calculado tomando el tiempo de retención de zirain como t0.
Tabla LXXII
Factores de capacidad obtenidos para tiram, disulfiranu, ¿irwn y fenol en fases móviles
constituidas porproporciones diferentes de acetonitrilo:reguladorfosfato 0.01 mol E’ (pH 74).
Cantidad inyectadw & 6 ~u¿gde cada sustancia Caudal: 2.0 mL miii’.
Fungicida Fase móvil
Acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol U’
40:60 45:55 50:50 60:40
Ziram 0 0 0 0
Fenol 2.0 1.3 1.1 0.9
Tiram 7.0 4.2 3.0 2.0
Disulf~ram 32.3 28.6 15.9 7.9
Cuando se utilizaron porcentajes de acetonitrilo en la fase móvil iguales o
menores al 40%, el disulfiran> presentó tiempos de retención mayores de 30 minutos
y, por consiguiente, su señal se ensanchaba demasiado y el tiempo de análisis
aumentaba considerablemente.
Por otra parte, como era de esperar, al aumentar el contenido de acetonitrilo
en la fase móvil, el área de pico disminuyó considerablemente, tanto para el tiran>
como para el clisulfiram, como consecuencia de la disminución en el coeficiente de
difusión al variar la fuerza iónica y la viscosidad del medio. La resolución hasta la
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línea base de las señales de ziram, tiram y disulflram se consiguió empleando un
contenido de acetonitrilo del 45% en la fase móvil (Figura 131)
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Figura 131
Cromatogr’amas obtenidos para una mezcla de 45 pg mL’ de ziram (1), 80 pg mi) de dram
(2) y 80 gg mL’ de disulfiram, empleando como fase móvil una mezcla 45:55
acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol U’ (PH 7.4); caudal: 2.0 mL mm’; V10 10 pL; E=
+1.0 y.
Un aspecto analítico importante del problema planteado con esta separación
es que se observó que al inyectar una mezcla de tiram y disulfiran> inmediatamente
después de su preparación, aparecían los dos picos correspondientes en el
cromatograma, pero que, si la inyección se realizaba transcurridos unos pocos
minutos después de preparar la disolución, aparecía un tercer pico en el
cromatograma con un tiempo de retención intermedio (k’ 6.9 para un 50% de
acetonitrilo). Este pico corresponde probablemente al N,N-dietil-N’,N-dimetiltiuram
disulfl¡ro, habiéndose descrito este efecto previamente por Smith y col. [77], que
puede atribuirse a la rotura del enlace -S-S- central y posterior recombinación de los
ftagmentos procedentes de moléculas diferentes.
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En la Figura 132 se muestran los cromatogramas correspondientes a
inyecciones de 10 ¡iL de una disolución que contiene 60 ¡.tg mL’ de tiran> y 60 ¡ig
mL’ de disulfiran>, realizadas justo después de la preparación de la mezcla y al cabo
de diferentes tiempos transcurridos desde dicha preparación.
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Figura 132
Cmmatogramas obtenidos para una mezcla de 60 gg mL’ de dram (1) y 60 pg mU’ de
disulfinm (2), cuando la inyección se realizó inmediatamente después de la mezcla (a), y al
cabo de: (b) 15 minutos, (c) 90 minutos, (d) 180 minutos después de su preparación. (3) N,N-
dietil-N’,W-dimetilduxam disulfuro. Fase móvil: 50:50 acetonitxilo:utgulador fosfato 0.01 mol
U’ (pH 7.4); caudal: 2.0 mL mm’; V1~ 10 p14 E +1.0 V.
3
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A medida que aumenta el tiempo transcurrido entre la preparación de la
disolución y su inyección, disminuye el área de pico del tiran> y del disulfiram,
mientras que aumenta la señal correspondiente al compuesto de retención intermedia,
hasta aproximadamente 90 minutos. Para tiempos superiores, no se observó ninguna
variación apreciable en las señales, por lo que se dedujo que, en estas condiciones,
se alcanzaba el estado de equilibrio.
El compuesto de retención intermedia mencionado no aparecía en los
cromatogramnas cuando se inyectaron mezclas de tiram y ziram, incluso aunque dicha
inyección se realizara después de 90 minutos de haber preparado la disolución de la
mezcla binaria. Por el contrario, cuando se cromatografió una mezcla de ziram y
disulfiran> transcurridos unos pocos minutos desde su preparación, aparecieron cuatro
picos en el cromatograma, con factores de capacidad de 0, 3.0, 6.4 y 15.7 cuando
se empleó un 50% de acetonitrilo en la fase móvil (Figura 133). El tiempo de
retención del segundo eluato coincide con el tiempo de retención del dram en estas
mismas condiciones, de forma que puede deducirse que en la disolución coexistían
ziram, tiran>, disulfiram y el mencionado N,N-dietil-N’,N’-dimetiltiuran> disulfuro.
La resolución hasta la línea base de los picos correspondientes a estos cuatro
compuestos se consiguió utilizando una fase móvil constituida por
acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol U’ de pH 7.4 45:55 y un caudal de 2.0 mL
mm . Por consiguiente, estas condiciones experimentales han sido las escogidas para
la realización de los calibrados y la determinación de tiram en muestras de
manzanas.
Sin embargo, si la disolución de trabajo contiene fenol, su señal solapa con
el pico del ziran>, aunque no interfiere en la determinación de tiram y disulfiram. Si
se quiere llevar a cabo una separación completa de todos los compuestos, incluido
el fenol, es necesario rebajar el porcentaje de acetonitrilo utilizado en la fase móvil,
así como modificar el caudal durante el desanollo del cromatograma con el fin de
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evitar una excesiva retención del disulflram. Dicho aumento del caudal provocó
deriva en la línea base, como ocurriría si el problema se resolviera empleando un
gradiente de fase móvil. En la Figura 134 se muestra el cromatograma obtenido para
una mezcla de ziram, fenol, tiram y disulflram, empleando un 38% de acetonitrilo
en la fase móvil y un caudal de 1.5 mL miii’ entre los puntos marcados con (a) y
(b), y de 5 mL mlii’ a partir de (b). La inyección de una alícuota de 10 ¡1 se
realizó inmediatamente después de la preparación de la mezcla.
1.4
1.2
i,pA
1.0
15
t, mm
Figura 133
Crumatograma obtenido pan una mezcla de 60 pg mL’ de zirznn (1) y 60 pg mL’ de
disulfinmm (4), cuando la inyección se realizó después de 90 minutos de la preparación de la
disolución. (2) dram y (3) N,N-diedl-N’,N’-dinietiltiuram disulfuro. Fase móvil: 50:50
acetonituilo:ngulador fosfato 0.01 mol U’ (pH 7.4); caudal: 2.0 mL mm’; v1~= 10 pL; i»
+1.0 V.
0 5 10
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Figura 134
Cromatograma obtenido para una mezcla de 30 ~igmU’ de zimm (1), 30 pg mL’ de fenol (2),
30 pg mi]’ de dram (3) y 60 pg mi) de disulfiram (4), inyectada inmediatamente después
de la preparación de la disolución. Fase móvil: 38:62 acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol
U’ (pH 7.4). Caudal: 1.5 mL mm” desde (a) hasta (b) y 5.0 mL mm” a partir de (b). V1~3,=
10 pL E~ +1.0 V.
111.5.2.5.- Curvas de calibrado. Comparación de las configuraciones wall-jet
y thin-layer
En este apartado se han realizado calibrados tanto para tiram como disulfiram
en presencia de una concentración constante de ziram (45 ¡.tg mU’ en el caso del
intervalo de concentraciones superior considerado y 4.5 ~¡gmU’ para el intervalo de
concentraciones inferior).
Con fines comparativos, se han empleado dos configuraciones diferentes de
la célula de flujo para obtener dichas curvas de calibrado, una la ya empleada de tipo
3
]j O.lyA
4
12
20
¡ ¡
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wall-jet y otra con la configuración thin-layer. En la Tabla LXXIII se recogen las
características de los calibrados obtenidos. A modo de ejemplo, en la Figura 135 se
muestran los cromatogramas utilizados para construir el calibrado correspondiente
al intervalo superior de concentraciones ensayado cuando se utiliza la configuración
thin-layer en la célula de flujo.
Tabla LXXIII
Calibrados obtenidos para dram y disulfiram, en presencia de ziram, mediante HPLC con
detección wnperométrica sobre un electrodo compósito de grafito-40%teflón, empleando
configuración walt-jet y thin-tayer; E~ +1.0 Y; Fase móvil: 45:55 acetonitrilo:regulador
fosfato 0.01 molE’ (pH 74). Caudal: 2.0 mL miii’; V,,.p ¡0 pL
Fungicida Configuración
célula dc flujo
Intervalo
lineal, mg L’
Coeficiente de
correlación
Pendiente,
¡iA s mg’
Ordenada en el
origen, jiA s
Tiram
walt-jet 2-10
10-100
0.998
0.9990
0.212+0.008
0.24±0.03
-0.039+0.05
-0.7+0.9
Thin-layer 1-10
10-100
0.9993
0.9998
0.20+0.02
0.1343+0.0002
0.01+0.06
0.4+0.2
Dusulfiram
Walí-jet 6-10
10-100
0.99997
0.9992
0.19+0.02
0.16+0.01
0.0+0.1
0.3+0.6
Thin-layer 4-10
10-100
0.9990
0.9998
0.13+0.01
0.123+0.003
0.01+0.09
0.1+0.2
Como puede apreciarse en la Tabla LXXIII, la sensibilidad es siempre
ligeramente mayor cuando se emplea la configuración wall-jet. Sin embargo, la
corriente de fondo es considerablemente mayor para esta configuración, así como el
mido en la línea base y el tiempo necesario para la estabilización de dicha línea base
antes de efectuar la inyección. Dicho tiempo depende de que el electrodo compósito
de grafito-teflón sea completamente nuevo o haya sido ya utilizado en experimentos
anteriores. Cuando el electrodo se emplea por primera vez, se requiere un mayor
tiempo de acondicionamiento hasta ofrecer una línea base estable (35-40 minutos en
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el caso de la configuración wall-jet y 10-15 minutos en el caso de la configuración
thin-layer), mientras que para realizar el segundo o posteriores cromatogramas este
período de estabilización se reduce considerablemente (aproximadamente 10 minutos
para la configuración wall-jet y menos de 5 minutos para la configuración thin-
¡ayer).
Como consecuencia de que la magnitud y el ruido de la corriente de fondo
son menores empleando la configuración thin-layer, es posible determinar cantidades
algo más bajas de ambos fungicidas con esta configuración.
Figura 135
Cromatogrannis obtenidos cuando se inyectan disoluciones constituidas por mezclas de 45 p±g
mi]’ de ziram con las siguientes cantidades de dram y disulfiram: (1) 10, (2) 20, (3) 40, (4)
60, (5) 80, (6) 100 pg mi]’, empleando configuración thin-layer. E~= +1.0 y; Fase móvil:
45:55 acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol U’ (pH 7.4). Caudal: 2.0 mL min~’; V1~,= 10 pL
0.2 yA
15 mm
a
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En la Tabla LXX1V se recogen las características analíticas obtenidas a partir
de los calibrados correspondientes. Los valores de la desviación estándar relativa se
han calculado a partir de la medida dc 10 disoluciones diferentes que contenían 2.0
~‘gmU’ de tiran>, 6.0 gg mU1 de disulflram y 4.5 ~igmU1 de ziran> en el caso de
la configuración wall-jet y 1.0 ~ígmU1 de tiram, 4.0 ¡ig mi” de disulf¡ram y 4.5 ¡ig
mL~’ de ziran> en el caso de la configuración thin-layer. Los límites de determinación
y de detección se han calculado empleando los criterios 10 s y 3s~,/m definidos en
del Apanado 111.1.5.
Tabla LXXIV
Canwteñsdcas analiticas obtenidas pana Ja determinación de dram y disulfinun en pnsencia
de zinm, mediante HPLC con detección amperométrica sobre un electrodo compósito de
gnmfito-40% teflón, empleando configuración wall-jet y thin-laye~ E~= +1.0 y; Fase móvil:
45:55 acetonituilo:regulador fosfato 0.01 mol U’ (pH 7.4). Caudal: 2.0 ¡nL mm”; V,,,,= 10 pL.
Fungicida Configuración
célula de flujo
RSD, % Límite de
determinación, mg U’
Límite de
detección, mg L”
Tfram WaIl-jet 5.3 1.2 0.4
Thin-layer 3.4 0.49 0.14
Disulfirain WaIl-jet 6.4 3.4 1.0
Thin-layer 4.9 2.3 0.7
Como puede deducirse a partir de los datos de la Tabla LXXIV, se han
obtenido límites de determinación y de detección inferiores, así como una mejor
repetibilidad, tanto para tiran> como para disulfiran>, cuando se utilizó una
configuración thin-layer en la célula de flujo.
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111.5.2.6.- Detemiinación de tiram en manzanas contaminadas
Como aplicación del método desarrollado mediante HPLC con detección
amperométrica sobre el electrodo compósito de grafito-teflón, se ha llevado a cabo
la detenninación de tiram en muestras de manzanas contaminadas con 0.5 mg de
tiram por Kg de manzana, siguiendo el procedimiento descrito en el Apartado
11.4.3.3. Como ya se puso de manifiesto en el apartado de Introducción, el tirani se
utiliza ampliamente como un activo fungicida, habiéndose encontrado en este tipo
de fruta. Las cantidades permitidas en aplicaciones agrícolas son de 0.03-0.01 g Kg”.
En primer lugar, el procedimiento propuesto se aplicó a una muestra de manzanas
sin contaminar (muestra blanco).
Figura 136
Cromatogranias obtenidos para un extracto de una muestra de manzanas sin contaminan (1)
inyección del blanco, (2-6) adiciones sucesivas de 5 p±gmi) de dram a alicuotas de este
extracto. Fase móvil: 45:55 acetonitilo:regulador fosfato 0.01 mol U’ (pH 7.4); caudal: 2.0
¡nL mio”; V~= 10 pL; ~ +1.0 V.
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En la Figura 136 se muestran las señales obtenidas cuando se inyectó una
alícuota del extracto de la muestra blanco (1), así como las señales correspondientes
a las adiciones sucesivas de 5 gig mL” de dram a alícuotas de dicho extracto (2-6).
Los valores de la pendiente y de la ordenada en el origen de la curva de calibrado
construida de este modo fueron 0.120±0.006¡A s L mg” y 0.1 + 0.1 ¡.tA s,
respectivamente (r= 0.9995). Como puede observarse, antes delpico correspondiente
al tiram, apareció otra señal en el cromatograma, que puede corresponder a algún
compuesto endógeno presente en el extracto de las manzanas, pero que no interfiere
en absoluto en la cuantificación del tiran> en las condiciones de trabajo escogidas.
El procedimiento mencionado se aplicó seguidamente a la determinación
de tiran> en 3 muestras de manzanas contaminadas a un nivel de concentración de
0.5 ¡.±gg’, lo que implica una concentración final de tiram en la disolución analítica
de 5.0 ~ig mU’. La concentración media encontrada fue de 4.8+0.2 ¡g mL”
(0.48+0.02 j.¡g 4), lo que supone una recuperación media del 97±3% para un nivel
de significación de 0.05. Esta recuperación es mejor que la obtenida por otros
autores para el mismo tipo de muestra y el mismo nivel de concentración de tiram,
utilizando diferentes métodos basados en HPLC con detección ultravioleta
[75,79,93], lo que indica que el método propuesto por nosotros es apropiado para la
determinación de tiram en este tipo de muestras.
IV.- CONCLUSIONES
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1.- En este trabajo se han desarrollado dos tipos de electrodos compósitos
diferentes que contienen grafito en polvo como fase conductora mezclado en cierta
proporción con un material aislante que ofrece consistencia a la matriz electródica.
Las características fisico-quimicas de cada fase y la proporción en que se mezclan
confieren a los materiales resultantes diversas propiedades que hacen que su
utilización como electrodos indicadores presente múltiples ventajas frente al empleo
de electrodos convencionales.
Electrodo de pasta de carbono mod«icado con flalocianina de cobalto
2.- El primer electrodo desarrollado ha sido un electrodo de pasta de carbono
modificado con el mediador redox ftalocianina de cobalto. La pasta de carbono es
una matriz electródica fácil de modificar por mezclado directo con los materiales
modificadores para conseguir el efecto deseado, lo que constituye una primera
ventaja frente a otros materiales electródicos.
3.- La utilización de la ftalocianina de cobalto como mediador redox mezclada
íntimamente con la pasta de carbono disminuye el sobrepotencial necesario para que
se produzca la oxidación electroquímica de los fungicidas tiran> y disulfiram sobre
el electrodo. Para ambas sustancias se produce un desplazamiento del potencial de
pico hacia valores menos positivos (alrededor de 100 mV) y un aumento de la
intensidad de pico (+40% en términos de relación señal-ruido) cuando se emplea el
electrodo modificado en comparación con el electrodo de pasta de carbono sin
modificar.
4.- Ambos fungicidas se adsorben a circuito abierto sobre la superficie del
electrodo de pasta de carbono modificado. Este proceso de adsorción puede utilizarse
como etapa de preconcentración efectiva antes de llevar a cabo las medidas
cuantitativas de los fungicidas, lo que se traduce en un aumento considerable de la
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intensidad de los picos de oxidación obtenidos. La capacidad de preconcentración
es mucho más acusada en el caso del disulfiram, probablemente debido a su carácter
más hidrofóbico y, por tanto, a su mayor afinidad por el aglutinante apolar de la
pasta de carbono.
5.- A pesar de que la adsorción irreversible de los fungicidas sobre el electrodo
hace necesaria la renovación de la superficie electródica después de cada medida, la
reproducibilidad de las señales analíticas puede considerarse aceptable incluso a los
niveles de concentración más bajos. Empleando voltamperometría diferencial de
impulsos en la etapa de redisolución se obtuvieron límites de detección de 7. 1x108
y 2.2xlO~8 mol L” para tiram y disulflram, respectivamente.
6.- Estos resultados permiten concluir que los electrodos de pasta de carbono
modificados con t’talocianina de cobalto combinan dos aspectos fundamentales que
les confieren gran utilidad analítica para la determinación voltamperométrica de
fungicidas como el tiram y el disulfirain, como son preconcentración y
electrocatálisis. Como prueba de ello, el método desarrollado se aplicó a la
determinación de tiram en muestras contaminadas de fresas.
7.- Sin embargo, este. electrodo modificado no ofrece tan buenos resultados
cuandose pretendió utilizarlo como detector amperométrico en análisis por inyección
en flujo. Por una parte, cuando se aplica un potencial constante al electrodo de pasta
de carbono modificado, la intensidad de las señales FíA va disminuyendo al realizar
inyecciones sucesivas de fungicida, probablemente como consecuencia del
ensucxan>iento progresivo de la superficie electródica dada la capacidad de los
compuestos estudiados para adsorberse sobre la superficie del electrodo modificado.
Este problema pudo resolverse de forma satisfactoria aplicando al electrodo indicador
un progran>a de detección amperométrica de impulsos que altema polarización
anódica (para la detección) y catódica (para la limpieza) del electrodo.
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8.- Por otro lado, cuando se trabaja en condiciones de elevada sensibilidad, se
observa que la corriente de fondo no es estable, sino que aumenta considerablemente
con el tiempo, lo que da lugar a una falta considerable de exactitud en las medidas
que impide la determinación de los fungicidas a bajos niveles de concentración (—
io-7 mol L’). Este efecto se debe al hinchamiento de la pasta de carbono por el
contacto prolongado con el caudal de la disolución portadora.
Evaluación cuantitativa de tiram y disulfiram mediante técnicas quimiométricas
multivariantes
9.- La proximidad entre los respectivos potenciales de las señales de oxidación
electroquímica de tiram y disulfirain mediante voltamperometría diferencial de
impulsos sobre el electrodo de pasta de carbono modificado, da lugar a que se
obtenga un único pico de oxidación cuando se analizan mezclas de estos dos
fungicidas, lo que, obviamente impide su determinación conjunta en una misma
muestra con un análisis voltamperométrico directo. Una manera de resolver este
problema es mediante la aplicación de técnicas quimiométricas multivariantes, como
regresión por componentes principales (PCR), regresión por mínimos cuadrados
parciales (PLSR) e incluso el empleo de redes neuronales. Los mejores resultados,
en términos de menor error en la predicción cuantitativa de mezclas de ambos
fungicidas, se han obtenido mediante la aplicación de redes neuronales de
propagación hacia atrás que introducen elementos de cálculo no lineales en el
modelo, siendo posible así explicar una posible pérdida de linealidad en las señales
analíticas obtenidas para las mezclas de los fungicidas.
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Electrodo compósito de grqfito-teflón
10.- El segundo electrodo desarrollado ha sido un electrodo compósito de grafito-
poli(tetrafluoroetileno) -teflón-. El material resultante, conun contenido en teflón del
40%, presenta una resistencia mecánica y química muy superior a la de la pasta de
carbono, lo que proporciona al electrodo resultante una serie de cualidades para su
empleo como electrodo voltamperométrico y como detector electroquímico en
sistemas en flujo.
11.- Mediante voltamperometría de barrido lineal se observó que la adsorción de
tiram y disulfiran> sobre la superficie del electrodo compósito es mucho más fuerte
que sobre el electrodo de pasta de carbono modificado con fialocianina de cobalto.
Este efecto, que puede estar relacionado con la presencia de cargas electrostáticas
superficiales, confiere al electrodo una gran sensibilidad en la respuesta obtenida
para la oxidación voltamperométrica de los fungicidas. Esta fuerte adsorción también
es responsable del desplazamiento del potencial de pico de los fungicidas hacia
valores de potencial aproximadamente 200 mV menos positivos con respecto a la
respuesta obtenida con un electrodo de pasta de carbono.
12.- Después de cada medida voltamperométrica, la superficie del electrodo se
regenera electroquimican>ente aplicando un potencial de - 1.2 V durante 30 segundos,
lo que constituye una gran ventaja con respecto al empleo de los electrodos de pasta
de carbono modificados, que requieren una renovación de la superficie del electrodo
con pasta nueva después de cada medida. Además, gracias a la consistencia del
material electródico, es posible lijar la superficie del electrodo para obtener un
electrodo nuevo cuando sea necesario.
13.- En sistemas en flujo, el empleo del electrodo de grafito-teflón como detector
amperométrico ofrece importantes ventajas prácticas, en contraposición a lo
comentado con el electrodo de pasta de carbono modificado. Empleando la
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metodología característica del análisis por inyección en flujo, no se ha observado
ensuciamiento de la superficie del electrodo cuando se realizan inyecciones sucesivas
de tiran> y de disulfiran> a cualquier nivel de concentración, a pesar de la fuerte
adsorción de los fungicidas sobre este material electródico observada en discontinuo.
Normalmente, la respuesta del electrodo se mantiene constante durante toda la
jornada de trabajo sin necesidad de efectuar ningún procedimiento de limpieza o
pretratamiento del mismo. Además, el material electródico no se deteriora en
contacto con la disolución portadora, incluso cuando ésta contiene proporciones
elevadas de un disolvente orgánico. Los límites de detección obtenidos son 4.3x108
y 2.0x108 mol U’ para tiran> y disulfiran>, respectivamente. La determinación de
tiram en aguas contaminadas a un nivel de concentración de 40 j.tg U’ proporciona
recuperaciones entre el 97 y el 103%.
14.- Los procesos de adsorción que tienen lugar sobre la superficie del electrodo
se han aprovechado para desarrollar un método de análisis basado en la
preconcentración por adsorción en continuo de los fungicidas. Puesto que sólo
originan una señal analítica las especies capaces de adsorberse sobre la superficie del
electrodo en las condiciones de trabajo, la técnica es potencialmente mucho más
selectiva que el análisis por inyección en flujo convencional.
15.- Mediante el acoplamiento de una pequeña columna de separación al sistema
FíA es posible llevar a cabo la separación on-line de tiram y disulfiram de forma
sencilla en mezclas binarias de ambos fungicidas.
16.- El electrodo compósito de grafito-teflón es también apropiado como detector
amperométrico en HPLC. La integridad de la matriz electródica en medios de
elevado contenido en disolventes orgánicos, como los que se emplean en
cromatografia, constituye una gran ventaja ftente a otras matrices electródicas como
puede ser la pasta de carbono.
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17.- Otra importante ventaja es, sin duda alguna, el hecho de que el electrodo no
se ensucia tras inyecciones sucesivas de compuestos que presentan gran afinidad por
adsorberse sobre su superficie, como pueden ser tiram y disulflram, al contrario de
lo que ocurre con los materiales electródicos normalmente empleados en detección
electroquímica en HPLC, como es el carbono vitrificado, cuya respuesta disminuye
drásticamente, e incluso desaparece al cabo de 6 o 7 inyecciones sucesivas de
fungicida.
18.- Mediante cromatografla líquida de alta resolución es posible determinar tiram
y disulfiram en presencia de ziran>. Estos tres fungicidas presentan un
comportamiento electroquímico muy similar. Todos ellos se adsorben sobre la
superficie del electrodo y sus señales voltamperométricas se superponen, de forma
que interfieren entre sí, tanto en continuo como en análisis por inyección en flujo,
por lo que se ha recurrido a su separación cromatográfica previa a la determinación.
19.- La introducción en el sistema cromatográfico de mezclas de derivados del
ácido ditiocarbámico que poseen sustituyentes alquilicosdiferentes (metilo en el caso
del tiram y ziram, y etilo en el caso del disulfiram), da lugar a cromatogramas con
un número de picos superior al número de compuestos que se mezclan, lo que
implica que, de alguna manera, las moléculas interaccionan entre sí e intercambian
los grupos amino, dando lugar a la formación de compuestos que no estaban
inicialmente presentes en la mezcla.
20.- Con fines comparativos, se han empleado dos configuraciones diferentes de
la célula de flujo: wall-jet y thin-layer. La configuración thin-layer resulta más
apropiada para la detección amperométrica puesto que se obtiene una mejor
repetibilidad de las señales, una corriente de fondo más pequeña y con menos ruido
y un límite de detección más bajo tanto para el tiram como para el disulfiran>.
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21.- A modo de aplicación, se llevó a cabo la detenninación de tiram en muestras
de manzanas contaminadas a un nivel de 0.5 mg de tiran> por Kg de manzana,
obteniéndose una recuperación media del 97+3%. Esta recuperación es mejor que las
reportadas en la literatura, para el mismo tipo de muestra y el mismo nivel de
concentración del fungicida, empleando distintas metodologías de HPLC con
detección ultravioleta.
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